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UBER. DEN ABBAU DES HISTIDINS. 


Von 
MASAYOSHI TAKEUCHI, 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 14. April 1941) 


In dieser Abhandlung werden Experimente mitgeteilt, die 
ergaben, dass das Histidin durch ein Leberferment, die Histidin- 
aminase, intramolekular desaminiert und in die Urocaninsiure 
ubergefiihrt wird und dass die Urocaninséure dann durch ein 
anderes Leberferment, die Urocanicase, unter Aufschliessung ihres 
Imidazolrings zum d,i-Isoglutamin abgebaut wird. Die beiden 
Fermente konnen voneinander getrennt hergestellt werden. 

Der Abbau des Histidins wurde zuerst von Engeland (1908) 
experimentell untersucht. Er injizierte einer Katze das Histidin 
subkutan und bemerkte, dass der Harn dieses Tieres eine nur um 
eine Spur verstarkte Diazoreaktion zeigte. Abderhalden, Hin- 
beck und Schmid (1910) haben dann bei Hunden beobachtet, 
dass von 20¢ des per os verabreichten Histidinmonochlorhydrats 
nur 0,4g¢ im Harn wiedergefunden wurde. Hinsichtlich des 
chemischen Vorgangs des Histidinabbaus im Organismus ist die 
Angabe von Kotake und Konishi (1922) sehr bemerkenswert. 
Diese Autoren fiitterten einen Hund mit reichlicher Menge 
l-Histidin und fanden eine massige Ausscheidung von Urocanin- 
sdure im Harn. Das subkutan eingespritzte Histidin konnte auch 
zum Teil in Urocaninsiure tibergefiihrt werden. Kotake und 
Konishi haben daher die von Raistrick (1917) ausgesprochene 
Moglichkeit ausgeschlossen, dass die ausgeschiedene Urocaninsdure 
wahrsecheinlich nicht in den Organen, sondern schon durch die 
bakterielle Zersetzung des Histidins im Darm gebildet worden war. 
Kiyokawa (1937) bestitigte an Kaninchen die Urocaninsaure- 
bildung aus ‘dem subkutan eingespritzten Histidin. 
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Edlbacher (1936) studierte den Histidinabbau durch Leber- 
brei oder Glyzerinextrakt und beobachtete, dass das Ferment der 
Leber, die Histidase, aus dem Histidinmolekiil 2 Atome Stickstoff 
als Ammoniak abspalten kann. Im Anschluss an diesen Versuch 
haben Edlbacher und Kraus (1930) aus dem Hydrolysat des 
Histidins die /( + )-Glutaminséure und Ameisensaure isoliert. Die 
Bildung der Glutaminséure wurde auch von Abderhalden(1937) 
bestitigt. 

Edlbacher und Kraus (1930) haben die Reaktionsgleichung 
des Histidinabbaus zuerst in folgendex Weise ausgedrickt : 

CH-NH 


Ne CH:-OH COOH 
| Dcx | | 
Aina C-OH CH, 
) 2 NH, l aes, 
re errata ~ F-COOH a ae Umwandlung oe 
CH-NH, CH-NH, yest? 
| ‘ 
COOH COOH COOH 


2 Molekiile Ammoniak stammen aus dem Imidazolkern und der 
a-Amino-N bleibt durchaus intakt. Die beiden Autoren haben 
jedoch bemerkt, dass der nach van Slyke bestimmbare Stickstoff 
im Reaktionsgemisch weit geringere Werte zeigte, als nach jener 
Gleichung zu erwarten gewesen war. Diese Werte konnten dann 
erst nach Behandlung der Reaktionslosung mit Salzsdure erhoht 
werden. Sie haben daher an die Méglichkeit gedacht, dass die 
fermentativ gebildete Glutaminséiure noch an ihrer a-Amino- 
gruppe irgendwie gebunden bleibt oder am wahrscheinlichsten in 
ihrer Anhydridform als Pyrrolidonearbonséure vorhanden ist. 
Kauffmann und Mislowitzer (1930) haben dann auch noch 
die Ammoniakabspaltung aus dem Histidin durch Glyzerinextrakt © 
der Leber von verschiedenen Tieren bestitigt. Als aber Natrium- 
carbonat statt Natronlauge bei der Folinbestimmung des Am- 
moniaks. verwendet wurde, waren die gefundenen Ammoniak-N- 
Werte beinahe nur ein Drittel des Gesamt-Histidin-N.. Diese Beo- 
bachtung wurde von Edlbacher und Kraus (1931) _ bestatigt. 
Die Abnahme des a-Amino-N wahrend des Histidinabbaus wurde 
andererseits auch von Mislowitzer und Kauffmann (1931) 


Uber den Abbau des Histidins. 3 


und von Abderhalden und Buadze (1931) bewiesen. Edl- 
bacher und Neber(1934) haben dann das folgende Formelschema 
fiir den Histidinabbau angegeben. 


CH-NH. HC NH HO-C-NH CO-NH COOH 
| Sou | Met NGI FREE Boe 
Va Xo Xo fo 
] -N HO-C he CH, CH, NH, 
x i | 
eg > The > ae CH, > Glebe ae 
| | 
oe CH-NH, ie CH-NH, CH-NH, H:‘COOH 
COOH COOH COOH COOH COOH 
* Enolform Ketoform 


Die Herabsetzung des van Slyke-N bei der enzymatischen 
Spaltung wurde durch die Annahme erklirt, dass die a-Amino- 
gruppe von der Enol- oder Ketoform des w-Formylglutamins mit 
der OH-Gruppe der Enolform oder mit der Formylgruppe in Ring- 
bindung treten kann. 

Sera (1938) hat nun nach den Spaltprodukten des Histidins 
gefahndet. Das gebrauchte Ferment war ein Glyzerinextrakt der 
Leber von der Katze oder die daraus nach Tonerdeadsorption 
bereitete Histidaselosung. Aus der Reaktionslésung konnte merk- 
wiirdigerweise die Urocaninsaéure und das d,/-Isoglutamin isoliert 
werden. Sera (1940) hat die Histidaselosung auf die Urocanin- 
sdure einwirken lassen und so die Bildung des d,l/-Isoglutamins 
bewiesen. Infolge dieser Ergebnisse hat er sich den Histidinabbau 
foleendermassen gedacht : 


CH-NH CH-~NH CO-NH» 
| DoH | OH 

GN Cc -N CH-NH, 
ae Fal oa seeaieh Ba 
ba-wH, bt bs, 
COOH Une COOH 


Nach diesem Schema wird das Histidin zuerst durch intra- 
molekulare Desaminierune in Urocaninséiure tibergeftihrt, wie 
schon friiher von Kotake und Konishi (1922) angegeben. Dem 
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? 
folgt die Aufschliessung des Imidazolrings. Das Isoglutamin ist 
an sich labil gegen Lauge. 

Dieser Befund beansprucht fiir die Forschung des Amino- 
siureabbaus im allgemeinen ein besonderes Interesse; ich widmete 
mich daher unter Leitung von Prof. Akamatsu dem Studium 
der Spezifitat dieses Histidinabbauferments. Der erste Versuch 
bestand in der Reinigung des Ferments, indem ich Wassersuspen- 
sion von verschiedenen Organen bei Pu 9 auf das Histidin ein- 
wirken liess und dann die Spaltung des Histidins nach der Mikro. 
methode von Kurihara (1939) bestimmte. Wie bereits. von 
Edlbacher sowie von Kurihara angegeben, wurde das Ferment 
nur in der Leber nachgewiesen (Versuch IA). Eine starke 
Spaltung wurde auch von dem wisserigen Leberextrakt ausgeiibt. - 
Ich versuechte daher zuerst das Ferment aus diesem Extrakt zu 
isolieren. Nachdem der Extrakt mit verdiinnter Essigsaure zu 
PH 5 angesiuert worden war, entstand darin ein reichlicher 
Eiweissniederschlag, der in sich den gréssten Teil des histidin- 
spaltenden Fermentes einschloss (Versuch IB). Da das Volumen 
des Sedimentes aber so gross war, dass die Herstellung des 
eiweissarmen Ferments aus demselben aussichtlos schien, verzichtete 
ich auf seine weitere Verarbeitung und wahlte den Rohrzucker- 
extrakt der Leber von Meerschweinchen als Ausgangslésung. Das 
histidinabbauende Ferment ist in diesem Extrakt vorhanden und 
kann auch bei Pu 5 ausgefallt werden (Versuch IC). 

Akizuki (1987) und Mori (1939) teilten mit, dass man die 
Glycinbenzoacylase als eine eiweissarme Losung gewinnen kann, 
wenn man den Nierenrohrzuckerextrakt wahrend 30 Minuten auf 
.59°C erwarmt und von dem Hiweissniederschlag abzentrifugiert. 
Bei Anwesenheit des Rohrzuckers wird die Bestindigkeit des 
Ferments erhoht. Ich erwarmte daher den Leberrohrzuckerextrakt 
auf 55°C wahrend 10, 20 oder 30 Minuten. Bei halbstiindigem 
Erwarmen entstand eine grosse Menge Sediment und die davon 
durch Zentrifugieren abgetrennte, klare und rétlich gelbe Liésung 
zeigte eine histidinspaltende Fahigkeit, welche mit der des nicht 
erwarmten Ausgangsextraktes fast gleich war (Versuch ID1). Bei 
der Dialyse verminderte sich aber ihre fermentative Aktivitat bis 
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zur Halfte (Versuch ID2). Das Reinigen durch die Dialyse war 
nicht vorteilhaft. Da das histidinabbauende Ferment, wie oben 
erwahnt, aus der Losung bei PH 5 zum eréssten Teil ausgefallt 
werden kann, sduerte ich den Rohrzuckerextrakt, der vorher durch 
30 minutenlanges Erwairmen auf 55°C geklirt wurde, mit Kssig- 
sdure auf PH 5 an, wobei eine sehr geringe Menge Niederschlag 
entstand. Die Wassersuspension dieses Sedimentes konnte wohl 
eine starke Hydrolyse des Histidins ausiiben (Versuch IE1), behielt 
aber ihre Wirksamkeit nicht lange; sie wurde selbst beim Auf- 
bewahren im Hisschrank schon am nachsten Tage inaktiv. Als ich 
die Suspension aber mit Natronlauge gegen Lackmus neutralisierte, 
wurde eine hellgelbe und schwach opaleszierende Losung gewonnen, 
die selbst nach 4 Tagen noch ein starkes histidinspaltendes 
Vermogen besass (Versuch I[E2). Ihr Eiweissgehalt war so niedrig, 
dass die Loésung beim Zusatz von Trichloressigsdure nur eine 
schwach opaleszierende Triibung zeigte. Die optimale Aziditat 
dieser Fermentlosung war bei Pu 9 (Versuch IF). 

Ich hess das gereinigte Ferment auf das Histidin bei PH 9 
einwirken und versuchte das Reaktionsprodukt zu_ isolieren. 
Nachdem das Verschwinden des Histidins nach der Methode von 
Kurihara nachgewiesen worden war, wurde die Reaktionslosung 
mit Salzséure zu Pu 5 angesduert, durch Erhitzen enteiweisst, 
mittels aktiver Kohle entfarbt und unter vermindertem Druck 
eingeengt. Schon beim Einengen zur Halfte begann das Ausfallen 
von schdnen nadelformigen Kristallen. Die durch weitere 
Hinengung gewonnenen Kristalle wurden aus Wasser umkrystal- 
lisiert. Die Kristalle zeigten den Schmelzpunkt von 231° (korr.) 
und wurden durch Elementaranalyse als Urocaninséure identi- 
fiziert. Die Ausbeute an Urocaninsiure war 1.32¢ aus 1,38¢ 
Histidinmonochlorhydrat und betrug 85% der berechneten Menge, 
falls das Histidin vollstandig in die Urocaninsaure tibergeftihrt 
werden sollte. Auf solehe Weise wurde die Urocaninsaure spater 
oft hergestellt, wobei die Ausbeuten 70-85% betrugen. 

Ich habe dann den Spezifitaétbereich des in obenerwahnter 
Weise gereinigten Ferments untersucht. Bei der fermentativen 
Darstellung der Urocaninsiure war die Ausbeute 70-85%, die im 
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praktischen Sinne’ vielleicht wohl als genugend gross bezeichnet 
werden kann. Man muss jedoch die Méglichkeiten in Erwagung 
ziehen, dass der Histidinabbau durch das Ferment neben der haupt- 
sichlichen Urocaninsa’urebildung auch noch iiber eine andere Reak- 
tion verlaufen kénnte und ausserdem noch, dass die einmal gebildete 
Urocaninsiure weiter durch die gebrauchte Fermentlésung in ein 
anderes Reaktionsprodukt iibergefiihrt wird. Ich habe daher das 
gereinigte Ferment auf die Urocaninsdiure bei Pu 8 wirken lassen. 
Nach 20 Stunden wurde dann die zuriickbleibende Urocaninsaure 
unter Verwendung der Diazoreaktion von Pauly kolorimetrisch 
bestimmt. Der Urocaninsaéuregehalt blieb ganz wunverdndert 
(Versuch IH1). 

Die Farbenintensitaét bei der Diazoreaktion schwankt nach der 
eingehenden Untersuchung von Hanke und Koessler (1919) 
unter den Imidazolderivaten in verschiedenen Massen. Bei gleicher 
Substratkonzentration ist der Farbgrad der Imidazolessigsiure 
und der Imidazolpropionséure starker als der des Histidins. 
Ich habe beobachtet, dass sich die Urocaninséure auch intensiver 
als das Histidin farbt. Dieses Ergebnis wurde zur Spezifitaétsunter- 
suchung verwendet. Als der Versuch der Histidinspaltung durch 
die gereinigte Fermentlosung bei PH 9 ausgefiihrt wurde, ver- 
minderte sich nach und nach der Histidingehalt bis zur negativen 
Bromreaktion von Kurihara, wahrend sich die Farbung durch 
die Diazoreagentien allmahlich verstirkte und endlich bei dem- 
Farbgrad stillstand, der gerade dem der Urocaninsaure von gleicher 
Konzentration entsprach (Versuch IH2). 

Aus diesen Ergebnissen kann man schliessen, dass das von 
mir gereinigte Ferment das Histidin in spezifischer Weise in 
Urocaninséure iiberftihrt, dabei aber die Urocaninsdiure weiter 
nicht verandert. Ich méchte fiir dieses Ferment vorlaufig die 
Benennung mit Histidin-Aminase vorschlagen. Dieses Ferment iibt 
keine desaminierende Wirkung auf die anderen natiirlichen Amino- 
sduren, z. B. Tyrosin und Asparaginsiure aus. Seine Wirkung ist 
sehr spezifisch. Die allgemein gebrauchliche Benennung Histidase 
ist nicht hinreichend, um die Natur der chemischen Reaktion aus- 
zudriicken, weil das Histidin auch fermentativ unter Decarboxylie- 
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rung in das Histamin tibergefiihrt werden kann. 

Demnach liegt der Gedanke auch sehr nahe, dass die durch 
diese Histidin-Aminase erzeugte Urocaninsdure weiter im Organis- 
mus abgebaut werden kann. Wahrend die Urocaninsiure beim 
Zusatz der gereinigten Histidin-Aminase gar keine Spaltung 
erleidet, kann sie durch den unbehandelten Rohrzuckerextrakt von 
der Leber restlos gespalten werden. Die Diazoreaktion von Pauly 
verschwindet. Dieser Befund liess vermuten, dass in der Leber 
ein Ferment vorhanden ist, das den Imidazolring der Urocaninsiiure 
aufzuspalten vermag. Zuerst wurde das Vorkommen dieses Fer- 
ments in verschiedenen Organen untersucht, indem Wassersuspen- 
sion von verschiedenen Organen bei Pu 8 auf die Urocaninsiure 
einwirken gelassen und dann die Verminderung derselben kolori- 
metrisch gemessen wurde. Das wirksame Ferment war nur in der 
Leber vorhanden (Versuch IIA). Als der zentrifugierte wisserige 
Leberextrakt durch Essigsiure auf Pu 5 angesiuert wurde, blieb 
der grosste Teil des urocaninséurespaltenden Fermentes in der 
uberstehenden Flissigkeit gelést, wihrend die Histidin-Aminase 
wie schon erwihnt mit dem reichlichen Hiweissniederschlag 
zusammen fiel (Versuch IIB). Herstellung des eiweissarmen, doch 
stark wirksamen Ferments aus jener tiberstehenden Losung war 
schwer. Aber so weit untersucht, war das folgende Verfahren am 
zweckentsprechendsten, um mit der dadurch gewonnenen Lésung 
weitere Versuche auszufiihren. 

Wasseriger Extrakt der Leber wird mit Essigsaure auf Pu 5 
angesduert, von dem Niederschlag abzentrifugiert, die tiberstehende 
Fliissigkeit mit 1/10 Volumen Tonerde C, versetzt, eine Stunde 
geschiittelt und zentrifugiert. Der Bodensatz wird einmal mit 
primarem Kaliumphosphat gewaschen, darauf mit sekundarem 
Natriumphosphat versetzt und das Eluat bei Pu 8 wird dann dialy- 
siert (Versuch IIB1). Diese dialysierte Fermentlosung spaltete 
die Urocaninsaure bei Pu 8 optimal (Versuch IID), aber sie ent- 
faltete keine Wirkung mehr auf das Histidin. Jene Histidin- 
Aminase, die in dem Wasserextrakt der Leber primar vorhanden 
war, wurde grosstenteils entfernt, als der Extrakt mit Essigsdure 
auf Pu 5 angesiuert und von dem Hiweissniederschlag befreit 
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wurde; ein zuriickbleibende geringer Teil davon ging bei der 
Dialyse der Lésung spurlos verloren (Versuch IIC). 

Es gibt also ein Ferment, das die Uroecaninsiure unter der 
Aufsprengung ihrer heterozyklischen Gruppe abbaut, aber dabei 
auf das Histidin nicht im geringsten wirksam ist. Dieses Ferment 
modehte ich vorlaufig Urocanicase bezeichnen. 

Dann wurde das durch die Wirkung der Urocanicase ent- 
standene Spaltprodukt der Uroeaninsiiure untersucht. Die mit 
Natronlauge auf Pu 8 neutralisierte Urocaninséure wurde mit der 
Fermentlisung \gemischt und bei 37° stehen gelassen. Nach dem 
Verschwinden der Diazoreaktion wurde die Verdauungslésung mit 
Salzsiure auf Pu 5 angesiuert, durch Erwirmen enteiweisst und 
filtriert. Das Filtrat wurde nach dem Behandeln mit aktiver 
Kohle, wieder mit Salzsiiure bis kongorotneutral angesauert und 
dann unter vermindertem Druck eingeengt. Der zu 1/10 eingeeng- 
ten Loésung wurde zuerst Quecksilberazetat zugefiigt, bis kein 
weisser Niederschlag mehr entstand; darnach wurde durch Zusatz 
von Natronlauge die Reaktion des Gemisches zu Pu 5 abgestumpft. 
Der Niederschlag wurde zweimal mit Wasser gewaschen und seine 
Aufschwemmung in Wasser dann dureh Sehwefelwasserstofi ent- 
queeksilbert. Als das klae Filtrat unter vermindertem Druck 
stark emgeengt wurde, schied sich eine kristallinische Masse aus, 
die sorgfaltig aut der Nutsche gesammelt und aus einer kleinen 
Menge 33° Alkohols umkristallisiert wurde. Die Substanz bildete 
farblose, nadelférmige Kristalle und schmolz bei 233° (korr.). 
Thre Lésung reagierte stark sauer, enthielt Chlor und war optisch 
inaktiv. Die Elementaranalyse und die van. Slyke-N-Bestimmung 


ergaben, dass diese Kristalle das d,/-Isoglutaminchlorhydrat sind. - 


Nach den oben beschriebenen Ergebnissen, kann man sagen, 
dass die Hydrolyse des Histidins hauptsichlich in der Leber und 
zwar durch die Wirkung der Histidin-aminase und der Uroeaniease 
stattfindet. Der erste fermentative Angriff ist, wie von Sera 
(1940) angegeben, die Desaminierung der a-Aminogruppe. Die 
gebildete Urocaninsiure wird dann unter’ Aufschliessung des 
Imidazolrings abgebaut. Die Frage, iiber die sich Edlbacher 
und Kraus (1931) und Mislowitzer und Kauffmann (1930, 
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1931) einmal unter sich auseinandergesetzt hatten, wurde nun 
entschieden. Die 1/(+)-Glutaminsiure, die als das Reaktions- 
produkt des Histidinabbaus von Edlbacher und Kraus (1930) 
und von Abderhalden (1937) isoliert wurde, sollte méglichst 
dureh die Spaltung des d,/-Isoglutamins vebildet werden. Die 
Uberfiithrung der Urocaninsiéure in das d,l-Isoglutamin  bietet 
jedoch ein neues Problem fiir die zukiinftige Forschung, weil sich 
dabei erstens die Oxydoreduktion abspielt und zweitens das 
Schicksal des nicht natiirlichen d-Isoglutamins verfolgt werden 


MUSS. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Alle Fermentversuche wurden unter Zusatz von Toluol bei 
37°C ausgefihrt. 

Histidin wurde nach der Methode von Kurihara (1939) 
kolorimetrisch bestimmt, unter Gebrauch von M/80 oder M/160 
Histidinl6sung als Standardlésunge. Von der bemessenen  un- 
gespalteten Histidinmenge wurde der hydrolitische Prozentsatz 
umgerechnet. In der Mitteilung von. Kurihara ist der Histidin- 
gehalt in 1,0cem M/80 Histidinehloridlésung als 1.84 mg bezeich- 
net. Es muss aber richtig 1,94mg statt 1,84mg heissen; das 
mochte bei dieser Gelegenheit berichtigt werden. 

Zur Bestimmung der Urocaninsdure wurde die Diazoreaktion 
von Pauly verwendet. Die Ausfiihrung lehnte sich aber in vielen 
Punkten an die Methode von Lang (1933), der den Histidingehalt 
in 30-40 mg Hiweiss kolorimetrisch gemessen hat. Die Diazolosung 
wird folgenderweise dargestellt: 20 cem 0,5% Sulfanilsdurelosung 
in 1,75% Salzsiure werden im 50 cem Messkolben unter Hiskithlung 
mit 2cem 2% NaNOz,-Losung versetzt und im Hiswasser stehen 
gelassen. Nach 5 Minuten fiigt man wieder 2 ccm Nitrit und nach 
weiteren 5 Minuten nochmals 2cem davon hinzu und fiillt den 
Kolben mit Wasser bis zur Marke auf. Nach 20 Minuten kommt 
die Lésung zur Verwendung. Die zu priifende Lésung wird durch 
Mischen mit dem gleichen Volumen 16¢/dl Trichloressigsaure 
enteiweisst, 1,0 ccm des Filtrates wird im 50ccm Messkolben mit 
2cem gesiittigter Sodalésung und 4cem vorher bereiteter Diazo- 
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lésung versetzt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die 
Kolorimetrie wird nach 5 Minuten ausgefiihrt. Zur Herstellung 
der Vergleichslésung wird M/240-M/480 Urocaninsaure mit dem 
gleichen Volumen Trichloressigsiure gemischt, 1,0cem dieser 
Lésung wird in gleicher Weise mit dem Diazoreagens behandelt. 
Falls die diazonierte Losung von der Probelésung zu stark gefarbt 
wird, wird das Trichloressigfiltrat vor dem Diazonieren mit Wasser 
auf das 3-5 Fache verdunnt. 


I. Huisripin-AMINASE. 


A) Verbreitung der Histidin-Anunase. 


Die Organe wurden im Morser zerrieben und in 10 fachem 
Volumen Wasser aufgeschwemmt. 


M/10 Histidin monochlorid 2,0 cem 
N/8,5 NaOH . ZA0 es 
Glykokollpuffer (PH 8,9) 220s 
Organsuspension PAU Er 
Meerschweinchen Huhn Kaninchen 
Schleimhaut Kineh 
Leber| Milz | Niere| Muskel|- ——_7——— | Leber] Milz | Niere| Leber noe ot 
Magen| Darm pia 
Hydrolyse nach 18 Stdn. nach 21 Stdn. nach 19 Stdn. 
B06 10108 0 | 0: 137% | o | 0 | 45% 0 


B) Vorversuch zur Herstellung der Histidin-Aminase. 

Der Leberbrei vom Meerschweinchen wurde in 10 facher Menge 
Wasser 1 Stunde digeriert und zentrifugiert. Dieser Wasser- 
extrakt wurde schliesslich mit Essigsiure auf Pu 5 angesiuert und 
sofort zentrifugiert. Die tiberstehende Lésung war klar, aber 
rotlich gelb gefarbt. Der reichliche Bodensatz wurde mit Wasser 
auf das Volumen des. verwendeten Wasserextrakts versetzt und die 
Suspension mit Natronlauge neutralisiert. 


M/20 Histidin monochlorid - 2,0 cem 
N/17 NaOH 2,0 ” 
Glykokollpuffer (Pu 8,9) 2s Oe 


Fermentlésung sis) 9) 
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Spaltung Wasserextrakt| Zentrifugat bei Pu 5 | Neutralis. Suspension 


nach 18 Stdn. 90% 9% ; 55% 


C) Vorversuch zur Herstellung der Histidin-aminase 
aus Rattenleber. 


Da die Wassersuspension der zermahlenen Rattenleber in oben- 
erwahnter Versuchsanordnung im Verlauf von 18 Stunden 87% 
Spaltung von Histidin zustande brachte, wurden die Versuche mit 
Rohrzuckerextrakt dieses Organs angestellt. Der Leberbrei wurde 
mit 5 fachem Volumen 10%iger Rohrzuckerlésung umgeriihrt und 
nach einer Stunde zentrifugiert. Dieser Rohrzuckerextrakt wurde 
dann mit Essigsdure auf PH 5 angesduert. Nach dem Zentri- 
fugieren war die tiberstehende Fliissigkeit ganz klar. Der Boden- 
satz wurde mit Wasser auf das Volumen des urspriinglichen Ex- 
traktes versetzt und die Suspension weiter mit Natronlauge 
neutralisiert. 


M/10 Histidin monochlorid 2,0 eem 
N/8,5 NaOH 2,0 ” 
; Glykokollpuffer (Pa 8,9) 2 Oams5 
Fermentlosung 20s 
Spaltung Extrakt Zentrifugat | Suspension 
nach 24 Stdn. 87% 10% 50% 


D) Erhiteter Rohrzuckerextrakt und sein Dialysat. 


1) Der Extrakt wurde auf 55° 10, 20 bzw. 30 Minuten erhitzt 
und nach schnellem Abkiihlen zentrifugiert. Die 10 und 20 
Minuten erwirmten Extrakte lieferten noch eine triibe wber- 
stehende Fliissigkeit, wahrend in dem 30 Minuten erhitzten eine 
erosse Menge Sediment entstand und deshalb ein ganz klares 
Zentrifugat gewonnen werden konnte. Diese klare Lésung diente 
als Ausgangslosung der weiteren Reinigung der Histidin-Aminase,. 


Uberstehende Lésung nach Erhitzung 


Spaltun Rohrzuckerextrakt ; 
i : , 10’ 20’ 30 


nach 20 Stdn. 58% 55% 55% 55% 
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2) Die 30 Minuten erhitzte Fermentlosung wurde in dersel- 
ben Weise hergestellt und gegen Wasser dialysiert, um sie von 
Rohrzucker und den Organbestandteilen zu befreien, wodurch aber 
die Wirksamkeit stark herabgesetzt wurde. 


Uberstehende Lésung 
nach 30’ Hrhitzung 
Spaltung Extrakt 


vor Dialyse nach Dialyse 


nach 24 Stdn. 80% 77% 5 33% 


E)  Herstellung der Histidin-Aminase, 


1) Man erwarmt den Rohrzuckerextrakt der Rattenleber 
wahrend 30 Minuten auf 55°C. Nach dem Abkiihlen wird der 
entstandene Niederschlag abzentrifugiert, die klare tiberstehende 
Flissigkeit mit 1/10 Gewicht Kaolin versetzt, wieder wahrend 30 
Minuten auf 55°C erhitzt und nach Abkiihlen nochmals zentri- 
fugiert. Die gewonnene tiberstehende Loésung' wird dann mit 
Essigsaure auf Pu 5 angesduert. Der dabei entstandene Nieder- 
schlag von geringer Menge wird durch Zentrifugieren gesammelt 
und in Wasser vom halben Volumen der nach der zweiten Erhit- 
zung gewonnenen tberstehenden Losung suspendiert. Sie wurde 
mit ihren vorstufigen Losungen vergleichend auf ihre Wirksamkeit 
gepruft. 


Rohrzucker- | Uberstehende Lésung | Wassersuspension des 


Spe ; Sear j 
Ree ene extrakt nach 2. Erhitzung Sediments bei Pu 5 


nach 18 Stdn. 60% 58% 60% 


2) Wenn dieses Ferment ohne Neutralisation im Eisschrank 
aufbewahrt wird, verliert es schon nach einem Tage seine Wirkung 
volikommen. Wenn das Ferment aber im voraus mit Natronlauge 
neutralisiert und im Hisschrank aufbewahrt wird, so bleibt die 
Wirksamkeit der Losung ziemlich lange erthalten. Diese Liésung 
ist hellgelb und fast klar und weist bei Zusatz von Trichloressig- 
sdure nur eine schwache Hiweisstriibung auf. 
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Aufbewahren 
Spaltung Vor saat Ne eee ti | 1 Be N beer 
REO ener ee eutralisation | ohne Neutralisation 
1 Tag | 4 Tage | nie Ma Bes, 
nach 20 Stan. 65% 68% | 59% | 0 
. F) Pu-Optimum der Histidin-Aminase. 
M/10 Histidin monochlorid 2,0 cem 
N/10 NaOH Ones 
M/2 Azetat, M/10 Phosphat od. 
M/10 Glykokollpuffer D103 = 
Fermentlosung ‘ 2 ele 
Spaltung PH 5 PH 6 | PH 7 Pa 8 Pu 9 | PH 10 
nach 27 Stdn. 17% 20% | 41% 67% 91% 88% 


G) TIsolierung der Urocaninséure als Spaltprodukt 
des Histidins. 

Die Histidin-aminase wird aus 100g Meerschweinchenleber 
hergestellt. 100 ccm neutralisierte Fermentlésung werden gewon- 
nen. Man lost 1,92 ¢ /-Histidin monochlorid in 100 cem Wasser, 
versetzt mit 200cem N/17 Natronlauge, 100 ccm der bereiteten 
Fermentlosung und einigen ecm Toluol und lasst das Gemisch bei 
37° stehen. Die Konzentration des Histidins in der Lésung 
betragt M/40. Nach 5 Tagen ist das Histidin nicht mehr nach- 
weisbar. Man sdiuert das Hydrolysat auf Pu 5 durch Hintropfen 
von etwa 30 ett. 30% Salzsdiure an, erhitzt es im siedenden 
Wasserbad 20 Minuten und entfernt den Niederschlag durch 
Filtrieren. Das Filtrat wird durch Behandlung mit 0,2 ¢ aktiver 
Kohle geklart und unter vermindertem Druck eingeengt. Dabei 
fallen schone nadelformige Kristalle aus, die aus Wasser umkri- 
stallisiert werden. Sie sind die Urocaninséure. Die Ausbeute ist 
1,32 ¢. Der Schmelzpunkt ist 231° (korr.). 


Analyse der Urocaninsaure. 


a) Kristallwasserbestimmung. 
0,1399 g an der Luft getrockneter Substanz verlor im Vakuum bei 100° 


14 M. Takeuchi: 


0,0285 g HO. 
Ber. fiir CoHsoN202- 2H:0 20,7% H.O0 
Gef. 20,4 ” H20 


b) C und H Bestimmung. 
1) 3,020 mg wasserfreier Subst. gaben 5,805mg COe und 1,250mg H:20. 
2) 2,820 mg wasserfreier Subst. gaben 5,410mg CO. und 1,180 mg H:20. 
Ber. fiir CoHeN2O2 52,17% Cc 4,37% H 
Gef. 1 52,43 ,, C 463.49 EL 
2 D2,93 55 1G £,68%,,. EL 


ec) N Bestimmung nach Dumas. 
1) 3,315 mg wasserfreier Subst. gaben 0,577 cem Ne (25°, 759 mm). 
2) 2,545 mg wasserfreier Subst. gaben 0,445 cem Ne (24,5°, 762,5 mm). 
Ber. fiir CeHseN202 20,29% N 
Gef. 1 195525, IN 
2 19,74,, N 


Bei dem oben beschriebenen Beispiel war das Volumen des 
Hydrolysengemisches anfangs 400cem. Es enthielt 1,55¢ freies 
Histidin, aber wegen der Probeentnahme zur Histidinbestimmung 
usw. gingen 45cem (0,185g Histidin) verloren. Aus 1,38¢ 
Histidin wurden endlich 1,832 g¢ Urocaninséure mit 2 Molekiilen 
Kristallwasser gewonnen. Die Ausbeute entsprach 85%. 


H) Spezifitat der Histidin-Aminase. 
1) Nichtspaltbarkeit der Urocaninséure durch die Histidin- 
Aminase. 

Als Fermentlésung dienten a) der Rohrzuckerextrakt der 
Meerschweinchenleber, b) die iiberstehende Fliissigkeit des 30 
Minuten auf 55° erhitzten Extraktes und ¢) die aus dieser Fliissig- 
keit in obenerwahnter- Weise hergestellte Histidin-Aminase. 
d) Kontrolle war eine Mischung von 2,0cem Wasser mit 2 eem 
Puffer und gleicher Menge Rohrzuckerextrakt. 


M/40 neutralis. Urocaninsiure 2,0 ecm 
Phosphatpuffer (PH 8,0) 20s, 
Fermentlésung 20 eas 


Die Urocaninsdure wurde nach 19 Stunden kolorimetrisch 


bestimmt. Als Standardlosung diente M/240 und M/720 Uroeanin- 
saure. 
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Urocaninsiure a b € | d 


nicht gespalten | 5% 102% 100% 5% 


Die gemessene 5% Urocaninsiure in der Kontrolle und dem- 
gemass in dem a) Versuch riihrt von unbekannter Substanz her, 
die primar im Rohrzuckerextrakt enthalten ist. 
~ Die gereinigte Histidin-Aminase war Diazonegativ. Sie ist, 
wie aus dem Versuch ersichtlich, auf die Urocaninsiure unwirksam. 
Der Rohrzuckerextrakt tibt aber eine totale Spaltung der Urocanin- 
saure aus. 


2) Kolorimetrischer Nachweis der fermentativen Urocanin- 

sdurebidung. 

Bei der Diazoreaktion farbt sich die Urocaninsdiure intensiver 
als Histidin. Wenn eine in oben beschriebener Weise diazonierte 
Losung von M/240 Histidinlésung bei einer Kolorimetrie auf Scala 
20 gesetzt wird, zeigt die von M/240 Urocaninsaurelosung den 
Scalawert 8. Der Verlauf des Histidinabbaus durch die gereinigte 
Histidin-Aminase wurde einerseits durch quantitative Bestimmung 
der Histidinabhnahme nach Kurihara und andererseits durch 
Messung der Intensitaterhéhung der Diazoreaktion verfolgt. Vor 
dem Diazonieren wurde das Trichloressigfiltrat mit Wasser 6 fach 
verdiinnt. Zur Bereitung der Vergleichslosung wurde 1,0 cem 
M/240 Histidin dem gleichen Volumen Trichloressigsaure beige- 
mengt und 1cem davon wurde diazoniert. Bei der Kolorimetrie 
wurde sie auf Scala 20 gesetzt. 


M/10 Histidin monochlorid 5,0 cem 
N/8,5 NaOH SHO) op 
Fermentlosung SHU 
Wasser SAO oe 
Hydrolysendauer (Stdn.) 0 20 43 67 115 139 
Histidinspaltung (%) 0 60 90 100 — — 
Scalawert 20 alts 9.5 8,7 8,0 8,0 
Diazo-R. at ra 
Farbintensitat 1 N53 21 233. J. 255 PRS} 
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II. URocAnicase. 


Bei den Versuchen der Urocaninséurespaltung war die Zusam- 
mensetzung der Versuchslosung wie folgt: 


M/40 neutralis. Urocaninsiure 2,0 ccm 
Phosphatpuffer (Px 8,0) 21a, 
Fermentlosung 2204s 


A) Verbreitung der Urocanicase. 

Leber, Milz, Niere, Lunge bzw. Muskel von Meerschweinchen 
wurden in 5 fachem Volumen 10% Rohrzuckerlosung auf- 
geschwemmt. Die restliche Urocaninsiure wurde dureh obener- 
wahnte.Daizomethode quantitativ bestimmt. 


Spaltung Leber Milz * Niere Lunge Muskel 


nach 18 Stdn. 95% | 0 0 0 0 


B)  Isolierung der Urocanicase aus der Leber 
vom Meerschweinchen. 

Zur Herstellung des Ferments war der Gebrauch des Wasser- 
extrakts vorteilhafter als der Rohrzuckerextrakt. Der zentri- 
fugierte Leberextrakt mit 10 fachem Volumen Wasser wurde 
zunachst mit Essigsaure auf Pu 5 angesiuert und zentrifugiert. 
Die tiberstehende klare Fliissigkeit wurde gegen Wasser dialysiert. 


Uberstehende Liésung 


Spaltung Extrakt 


vor Dialyse nach Dialyse 


nach 20 Stdn. | 87% 85% | 80% 


Die Urocaniecase bleibt'im Gegensatz zur Histidin-Aminase zum 
grossten Teil in der tiberstehenden kiaren Fliissigkeit zuriick, wobei 
ihr Dialysat noch eine starke Spaltungsfahigkeit aufweist. 

Da jene bei Pu 5 zentrifugierte Lésung noch eine grosse Menge 
Hiweiss enthielt, wurden zur Reinigung des Ferments die folgenden 
2 Verfahren ausgefiihrt. Das zweite Verfahren lieferte aber eine 
eiweissarmere Loésung, obwohl ihre Wirksamkeit etwas schwicher 
als die durch das erste Verfahren gewonnene war. 
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1) Das erste Verfahren. 

Das Dialysat wurde mit Tonerde C, versetzt und eine Stunde 
geschuttelt. Die Urocanicase wurde nicht adsorbiert. Weun aber 
die bei Pu 5 zentrifugierte Lésung des Leberextraktes sofort mit 
1/10 Volumen Tonerde C, versetzt und eine Stunde geschiittelt 
wurde, so wurde das Ferment zum gréssten Teil adsorbiert. Das 
Adsorbat wurde mit M/20 Nas,HPO, von 1/2 Volumen der iiber- 
stehenden Fliissigkeit 1 Stunde eluiert. Die Lésung war ganz klar 
und hellrotgelb. 


Uberstehende Lésung | Adsorptionsrestlésung Eluierte 


Spaltung bei Pu 5 bei PH 5 Fermentlosung 
nach 24 Stdn. 85% 9% 92.5% 


2) Das zweite Verfahren. 

Die Urocanicase wurde wie’ bei dem ersten Verfahren an 
Tonerde adsorbiert. Die Tonerde wurde nun zuniachst einmal mit 
einem der tiberstehenden Losung gleichen Volumen M/20 KH2PO, 
gewaschen, mit M/20 NasHPO, vom halben Volumen um¢geriihrt, 
das Pu der Suspension durch Zusatz von Natronlauge zu Pu 8 
korrigiert und das Gemisch 1 Stunde geschiittelt. Das Eluat wurde 
dialysiert und diente als Urocanicase. Sie bewirkte 77% Urocanin- 
sdureabbau nach 22 Stunden. 


C) Spezifitat der Urocanicase. 

Die nach dem obenerwaéhnten zweiten Verfahren bereitete 
Fermentlosung spaltete das Histidin durchaus nicht mehr. Wie 
das Ferment wahrend der Reinigung von der begleitenden Histidin- 
Aminase befreit wurde,, ist aus dem folgenden Versuch klar 


ersichtlich. 
a Eluierte Uroeanicase 
Spaltung Pistigktealet Uberstehende se ode 
nach 22 Stdn. Loésung bei Pu 5 soe Divtiecatongeh Minne 
Urocaninsaure 95% 87.5% 87.5% 17% 
Histidin 90% 9 % 5 % 0 
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D) Das Pu-Optimum der Urocancase. 


Zum Versuch wurde die dialysierte Urocanicase 2. fach ver- 


diinnt. 
M/40 neutralis. Urocaninséure 2,0 cem 
M/2 Azetat, M/10 Phosphat oder 
M/10 Glykokollpuffer B20) 35 
Fermentlosung DAU 
Spaltung pad<.|¢ PH 6 ~ |" PH. | Pi 8 | Pu 9 | Px 10 
nach 24 Stdn. 5% 20% 41% | 45% | 38% - 10% 


E) TIsohkerung des d,l-Isoglutamins. 


Man zerreibt 70g Leber vom Meerschweinchen, figt 630 ¢em 
Wasser hinzu, digeriert eine Stunde und zentrifugiert. Die uber- 
stehende Fliissigkeit sduert man mit Essigséure auf Pu 5 an und 
zentrifugiert, wodurch etwa 500 cem iiberstehende klare Flissig- 
keit gewonnen werden. Dieser Losung werden 50 cem Tonerde C, 
zugesetzt. Nachdem man die Reaktion des Gemisches durch: Ussig- 
siurezusatz zu’Pu 5 korrigiert hat, wird das Gemisch 1 Stunde 
geschiittelt und zentrifugiert. Man sptlt das Adsorbat einmal 
mit 500 cem M/20 KH2POx,, dann versetzt es man mit 250 eem M/20 
NasHPO, und weiter alkalisiert man die Suspension mit Natron- 
lauge auf Pu 8. Das Gemisch wird 1 Stunde geschiittelt.. Das 
zentrifugierte Eluat wird dann gegen Wasser 24 Stunden dialy- 
siert, wahrendessen vermehrt sich das Volumen des Kollodium- 
-gackinhalts wegen des Hindringens des Wassers auf 280 cem. 

1,09 g Urocaninsaure- 2 H2O wird in 134 cem Wasser suspen- 
diert und durch Zusatz von 86 cem N/10 Natronlauge gelést.. Sie 
wird mit, 280 ccm Fermentlosung gemischt, worauf man sie unter 
Zusatz von Toluol bei 37° stehen lasst. Die endliche Konzentration 
der Urocaninsaure ist M/80; das Pu der Lésung liegt bei 8. Nach 
4 Tagen ist die Losung Diazonegativ. Das Verdauungsgemisch 
wird dann durch Zusatz von 30cem N/10 Salzsiure auf PH 5 
angesauert, im siedenden Wasserbad 20 Minuten erwarmt, von dem 
entstandenen Niederschlag abfiltriert und durch Behandlung mit 
aktiver Kohle entfarbt. Zum Filtrat werden weiter 56 cem N/10 
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Salzsdure hinzugefiigt, um die anfangs zugesetzte N/10 Natron- 
lauge vollig in Kochsalz iiberzufiihren, und die Lésung dann unter 
vermindertem Druck bis 50 cem eingeengt. Dem Konzentrat wird 
20% Quecksilberazetat (etwa 40 ccm) so lange hinzugesetzt, bis 
kein weisser Niederschlag mehr entsteht, und dann ausserdem noch 
verdiinnte Natronlauge, bis die Lésung auf Pu 5 reagiert. Der 
entstandene Niederschlag wird dureh Zentrifugieren gesammelt, 
zweimal. mit Wasser gewaschen, darauf in etwa 100 ccm Wasser 
suspendiert und durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit. 
Die Losung wird unter vermindertem Druck bis zu 1-2 ccm 
eingeenet. Der Riickstand enthalt eine kristallinische Masse. Er 
wird in wenig Wasser gelodst, in kleinen Becher umgegossen und 
dann die Lésung im evakuierten Exsikkator wieder bis zu 1cem 
eingeengt. Die ausgeschiedenen Kristalle werden sorgfaltig auf 
der Nutsche gesammelt, von der Mutterlauge befreit und aus 33% 
Alkohol umkristallisiert. Die Kristalle sind nadelformig. Schmelz- 
punkt leet bei 233° (korr.). Ihre wasserige Losung zeigt eine 
starke saure Reaktion, enthalt Chlorionen und ist optisch inaktiv. 
Wie die folgende Analyse ergibt, sind die gewonnenen Kristalle 
das d,l-[soglutaminchlorhydrat. Die Ausbeute ist 0,31 ¢ aus 1,09 g 
Urocaninsiure mit 2 Molefliilen Kristallwasser, also etwa 28%. 
Analyse des d,l-Isoglutaminehlorhydrats. 


a) C und H Bestimmung. 
3,590 mg Substanz gaben 4,315 mg COz und 1,920 mg H:0O. 
Ber. fiir OsHioN203 - HCl _32,86% C, 6,07% He 
Gef. BOCs he Gg OO Sr ede 


b) N Bestimmung nach Dumas. 
4,725 mg Subst. gaben 0,616 eem Ns (16°, 768 mm) 
Ber. fiir CsHi0N20; - HCl 15,34% N 
Gef. 15eD Ges ON 


c¢) Cl Bestimmung nach Volhard. 
1,0 cem 1% Loésung der Substanz gebrauchte 4,63 ccm N/100 AgNOs. 
Ber. fiir CsHi0N2O3 + HCl 19,4% Cl 
Gef. 19 ha CL 


d) NH:-N Bestimmung nach van Slyke. 
3,651 mg Subst. gaben 0,279 mg Aminostickstoff. 
Ber. fiir CsHioN20s - HCl 7,67% Amino-N 
ref, 7,64 ,, Amino-N 
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Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu auf Kosten der Geldbetrage ausgefiihrt, die dem Herrn 
Professor Akamatsu fiir wissenschaftliche Forschung vom 
japanischen Unterrichtsministerium zur Verfiigung  gestellt 
wurden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Aus der Leber wurden die Histidin-Aminase und Urocani- 
case voneinander getrennt hergestellt. 

2. Die Histidin-Aminase spaltet das Histidin in Urocanin- 
siure und Ammoniak. Sie wird aus der Lésung bei PH 5 gefallt. 
Thre Lésung kann 30 Minuten lang auf 55° erhitzt werden, ohne 
ihre Wirksamkeit einzubiissen. Sie wirkt bei Pa 9 optimal. 

3. Die Urocanicase baut die Urocaninsaéure in ihrem Imida- 
zolring ab und bildet das d,l-Isoglutamin. Sie wird aus der 
Loésung bei PH 5 nieht gefallt und inaktiviert sich bei Erhitzung 
auf 55°. Thr PH-Optimum ist 8. | 

4. Die Urocaninséure wurde aus dem Histidin fermentativ 
mit 85% Ausbeute hergestellt. 

5. Aus dem Hydrolysat der Urocaninsaure durch die Uroea- 
nicase wurde das d,l-Isoglutaminchlorhydrat isoliert. Die <Aus- 
beute betrug 28%. 
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STUDIEN UBER DIE PHOSPHODIESTERASE. 
VON 


SHOJIRO YOSHIDA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
eu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 20. April 1941) 


Die Hydrolysierbarkeit des  Diphenylphosphorsiureesters 
durch tierische sowie pflanzliche Phosphatase wurde 1926 von 
Neuberg und Wagner festgestellt. Seitdem haben iiber die 
Hydrolyse der verschiedenen Phosphorsadurediester viele Autoren 
berichtet, die aber im allgemeinen der Meinung waren, dass: an 
der Hydrolyse des Monoesters, des Diesters und sogar des Pyro- 
phosphats eine gemeinsame Phosphatase teilnimmt. Die Spezifitit 
der Phosphatase wurde aber inzwischen weiter aufgeklart. Uzawa 
(1932) hat namlich in dem Schlangengift die Anwesenheit eines 
Ferments nachgewiesen, das aus dem Diphenylphosphat wohl ein 
Molekiil Phenol, jedoch kein anorganisches Phosphat abspalten 
kann und von ihm als Phosphodiesterase bezeichnet wurde. Dieses 
Ferment bewirkt keine Dephosphorylierung des Monoesters. Er 
konnte andererseits aber die Phosphomonoesterase herstellen, die 
wiederum nur den Phosphorsiuremonoester in seine Bestandteile 
zerlegen kann, auf den Diester aber nicht die geringste Wirkung 
austibt. Die Nomenklatur der Phosphodiesterase sowie der Mono- 
esterase ist seither alleemein gebrauchlich geworden. 

Was den Fortschritt der Studien tiber die Phosphodiesterase 
trotzdem bisher verhinderte,, war das Fehlen einer geeigneten 
Methodik fiir ihre Bestimmung. 

Hinsichtlich der Monoesterase ist die Prifung sehr einfach ; 
fiir die meisten Zwecke geniigt schon eine einfache Bestimmung 
der Phosphorsdureabspaltung aus dem Substrat z. B. Glyzerophos- 
phat, Monophenylphosphat usw. mittels irgendeiner Methode. Die 
Untersuchung auf die Diesterase kann auch wohl in einfacher 
Weise durch die Messung des abgespalteten Phosphats ausgeftihrt 
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werden, wenn das Ferment von der Monoesterase begleitet und 
durch diese Monoesterase der primar entstehende Phosphorsaure- 
monoester weiter in seine Bestandteile zerlegbar ist. Sonst muss 
jedoch ein komplizierteres Verfahren angewendet werden. Man 
muss dann zuerst eine kraftige Monoesteraselésung bereiten, die 
von der Diesterase zundchst frei ist. Diese Loésung wird mit der 
auf die Diesterase zu untersuchenden Lésung gemischt und auf 
den Diester einwirken gelassen, um die Phosphatabspaltung nach- 
zuweisen. Die Bestimmung der Diesterase ist ausserdem umso 
schwieriger, je starkere Abweichung zufallig der Wirkungs- 
bereich der fiir den Versuch isolierten Monoesterase von dem der 
zu bestimmenden Diesterase aufweist. Man muss dann zuerst die 
fragliche Diesteraselésung auf das Substrat einwirken lassen, daran 
anschliessend muss ohne Bewusstsein des Resultats und nach der 
lastigen Pu-Korrigierung und der zweckmassigen Unterbrechung 
der Diesterasewirkung der weitere Versuch mit der bereiteten 
Monoesterase angesetzt werden, um aus der bewiesenen Phosphat- 
menge. den Betrag der vorangegangenen Diesterspaltung abzu- 
schatzen. Fur die eingehenden Studien der Fermente sind tiber- 
haupt zweistufige Fermentversuche moglichst zu umgehen. Aus 
diesem Grund haben wir zu der Arginaseforschung statt der 
tublichen Ureasemethode das kolorimetrische Fraviansadureverfahren 
von Iwabuchi (1937) ausgearbeitet. 

Ks ist daher nun ohne weiters klar, dass man bei der Diesterase- 
untersuchung die Bestimmung der freigemachten OH-Verbindung 
vorziehen soll. Wenn irgendeine Fermentlésung  beispielsweise 
kein Phenol aus dem Diphenylphosphat, wohl aber aus dem Mono- 
phenylphosphat abspalten kann, ist das betreffende Ferment sicher 
als frei von der Monoesterase zu bezeichnen. Uzawa (1932) hat 
bei seinen Diesterasestudien das freie Phenol kolorimetrisch nach 
Folin-Denis bestimmt. Davon wnabhingig haben King und 
Armstrong (1934) eine klinische Messmethode der Blutphos- 
phomonoesterase eingefiihrt, die auf der Kolorimetrie des ab- 
gespalteten Phenols beruht; Folley und Kay (1935) haben diese 
Methode bei den Phosphatasestudien der Milchdriise verwendet. 
Auf das Folinsche Reagens reagieren jedoch, wie bekannt, recht 
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verschiedene Substanzen und soleche Substanzen kénnen unter Um- 
standen in den zu priifenden Fermentmaterialien so reichlich vor- 
kommen, dass eine genaue Bestimmung der abgespalteten Phenol- 
menge durch die Berechnung mittels der Differenz des Haupt- und 
Kontrolleversuches iiberhaupt fast aussichtlos scheint, weswegen 
die Beseitigung jener st6renden Substanzen vor der Phenol-Bestim- 
ming dringend gefordert wird, was aber leider praktisch nicht 
leicht ausfiihrbar ist. 

Wir fiihrten vor einigen Jahren in die Fermentforschung die 
p-Nitrophenolmethode ein. Sie misst das aus den Substraten ab- 
gespaltete p-Nitrophenol. Die Gelbfarbung der alkalischen Losung 
des freien p-Nitrophenols ist selbst in aussert geringer Konzentra- 
tion recht intensiv und gehorcht dem Lambert-Beerschen Gesetz. 
Die sonstigen Farbstoffe, die in den Versuchslésungen vorkommen 
konnen, sind leicht dureh Trichloressigsiure oder Bleiazetat zu 
beseitigen. Die Methode wurde zuerst von Morimoto (1937) an 
der Sulfatase, spiter von Ohmori (1937) an der Phosphomono- 
esterase und von Aizawa (1937) an der Hexosidase angewendet. 
Da diese Methode vorzugsweise die Bestimmung der kleinen 
Fermentmenge ermoglicht, hat Fujita (1939) damit eine einfache 
Messmethode der Blutphosphatase ausgearbeitet, die mit 0.1 cem 
Blut ausfiihrbar ist. Davon unabhingig haben King und Delory 
(1938) das p-Nitrophenolphosphat in schéner Weise zu den Phos- 
phatasestudien gebraucht, als sie sich gegen die von Thannhauser 
u.a. (1937) angegebenen Plasmaphosphataseaktivierung durch 
Ascorbinsaure stellten. 

Der Gehalt der Phosphodiesterase in tierischen sowie pflanz- 
lichen Geweben ist eigentlich der Phosphomonoesterase gegentiber 
verhaltnissmassig gering. Zur Bestimmung der Diesterase ist also 
die Verwendung der p-Nitrophenolmethode sehr vorteilhaft. Ich 
habe daher unter Leitung von Prof. Akamatsu das Calciumsalz 
der Bis-[4-nitrophenol|-phosphorséure hergestellt und damit die 
Diesterasestudien ausgefiihrt. Dieses Substrat soll einfachheits- 
halber weiter mit DiNPP und das Mono-|4-nitrophenol]-phosphat 
als MonoNPP bezeichnet werden. 

Zuerst wurden die Autolysate der verschiedenen Organe vom 
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Schwein bereitet und dialysier't. Der relative Gehalt der Diesterase 
zu der Monoesterase war in dem Leberautolysat am gréssten. Ich 
habe mit dieser dialysierten Losung die Trennung der tierischen 
Diesterase von der Monoesterase unternommen, die  bisher 
niemandem gelungen war. Nach vielen vergeblich ausgefthrten 
Adsorptionsversuchen wurde ein sehr einfaches Verfahren ge- 
funden. Als das dialysierte Leberautolysat unter Zusatz des 
Glykokoll-Natronpuffers von Pu 9 auf 100°5 Minuten lang erhitzt 
wurde, inaktivierte sich die Monoesterase vollstandig, wahrend die 
Diesterase fast ohne Verminderung ibrigblieb. Die Hitze- 
bestandigkeit bei PH 9 ist eine merkwiirdige Higenschaft der 
Phosphodiesterase von Schweineorganen. 

Das dialysierte Nierenautolysat vom Schwein enthalt bekannt- 
lich eine starke Monoesterase. Beim Erhitzen dieses Autolysats 
auf 100° bei PH 9 wurde die Monoesterase unwirksam gemacht, 
wobei aber die Wirkung der Diesterase vorhanden blieb. 

Die in solcher Weise aus der Leber sowie der Niere her- 
gestellten Diesteraselésungen spalteten das p-Nitrophenol nicht aus 
dem Mono-NPP, wohl aber aus dem DiNPP ab. Die Reaktion 
verlief bei Pu 7 optimal, tiberschritt indessen niemals 100% der 
Hydrolyse, falls die Abspaltung eines Molekiils p-Nitrophenol als 
100% Hydrolyse gesetzt wurde. Asakawa (1929) hat bei dem 
Versuch mit der Nierenfermentlésung die maximale P-Abspaltung 
aus den Diestern bei Pu 7,8 beobachtet. Es kann nun klar auf- 
gestellt werden, dass dieses Ergebnis durch die Zusammenwirkung 
der bei Pu 7 optimal wirksamen Diesterase mit der Monoesterase 
III, die ihrerseits bei Pu 9 ihre optimale Wirkung ausiibt; herbeige- 
fiihrt worden war. 

Die Hersteilung der Monoesterase, die von der Diesterase frei 
ist, wurde bei uns oft vorgenommen. Ich habe unter Verwendung 
des, Mono- und DiNPP als die Substrate die Isolierung der Mono- 
esterase III ausgefiihrt und konnte aus dem Lungenautolysat von 
Kaninchen durch sukzessive Adsorption und Elution an dem Hisen- 
hydroxyd (Merck) eine Monoesterase III Loésung herstellen. Sie 
spaltete das MonoNPP stark, aber das DiNPP gar nicht. 

Als das Gemisch der Nierendiesterase und der Lungenmono- 
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esterase auf das Diphenylphosphat bei Pu 8 einwirkte, wurde eine 
Abspaltung des anorganischen Phosphats beobachtet, wiihrend jede 
einzelne Fermentlésung keine Dephosphorylation bewirken konnte. 

Die Anwesenheit der Phosphodiesterase in den Schlangengiften 
ist nun allgemein bekannt. Die eingehenden Studien von Gulland 
und Jackson (1938) haben aber ergeben, dass der Gehalt an der 
Diesterase wohl nach den Schlangenarten verschiedentlich schwankt 
und das Ferment manchmal von der Monoesterase begleitet werden 
kann. Das bei uns bisher gebrauchte Praéparat war das: Gift von 
Habu (Trimeresurus flavoviridis) und .wurde von Herrn Dr. 
Hosoya, Professor am Forschungsinstitut fiir Infektionskrank- 
heiten, Tokyo, freundlich geliefert. Dieses Giftpriparat iibte, falls 
der Hydrolysenversuch mit dem .Monophenylphosphat als das 
Substrat unter der iiblichen Bedingung ausgefiihrt wurde, keine 
messbare oder héchstens eine dusserst geringe Phosphatabspaltung 
aus. Als aber ein feines Messverfahren wie die p-Nitrophenol- 
methode, die eine kleine Fermentmenge wie den Phosphatasegehalt 
in 0,06cem Plasma noch zu bestimmen mdglich macht, zu der 
Prifung auf die Phosphatase verwendet wurde, konnten bei 2 
stiindigem Versuche 70% Hydrolyse des DiNPP und 7% des 
MonoNPP beobachtet werden. Diese 7% Spaltung des. M/2000 
Substrats gehért, wenn das Messen durch die P-Bestimmung nach 
Fiske-Subarrow ausgefiihrt wird, unterhalb der sicher bemerk- 
baren Grenze. Da die Monoesterase jedenfalls obwohl gering doch 
noch tatsachlich durch die p-Nitrophenolmethode in dem Habugift 
nachgewiesen wurde, versuchte ich die Schlangendiesterase von , 
dieser Monoesterase frei zu machen. Jene Erhitzung der Losung, 
die bei dem Leber- oder Nierenautolysat in einfacher Weise ein 
schones Resultat ergeben hat, verursachte in diesem Fall trotz den 
Priifungen bei verschiedenen Azidititen bloss eine Inaktivierung 
der Diesterase. Ich habe daher das Adsorptionsverfahren ange- 
wendet und konnte, nach dem Wegadsorbieren der Monoesterase 
an Kaolin, die diesterasehaltig Giftlosung herstellen. 

Die Habu-Giftdiesterase wirkt béi Pu 9 optimal, wie es friher 
von Uzawa (1932) durch Messung der Phenolabspaltung aus dem 
Diphenylphosphat bewiesen wurde. Als die Habu-Diesterase mit 
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der obenerwihnten Lungenmonoesterase gemiseht und die Wir- 
kung des Gemisches bei Pu 9 auf das Diphenylphosphat untersucht 
wurde, konnte, wie erwartet, die Abspaltung des anorganischen 
Phosphats bewiesen werden, wahrend die einzelne Fermentlosung 
keine Dephosphorylierung auszutiben imstande war. 

Zwei isodyname Phosphodiesterasen kounten also aus der Leber 
und Niere vom Schwein und aus dem Schlangengift hergestellt 
werden. Das Optimum wurde bei Pu 7 bzw. 9 bewiesen. Es gibt 
in der Natur aber noch andere isodyname Diesterasen. Asakawa 
(1929) hat namlich beobachtet, dass durch die Takafermentlosung 
die maximale P-Abspaltung aus den Diestern bei Pu 5,5 bewirkt 
wurde. Das lasst uns annehmen, dass es in Aspergillus oryzae 
eine Art Diesterase gibt, die bei Pu 5,5 optimal wirkt. Udagawa 
(1935) hat dieses Ferment durch das Adsorptionsverfahren von 
der Monoesterase getrennt, die gewonnene Losung war aber nicht 
stark genug wirksam. Wenn sie mittels der p-Nitrophenolmethode 
untersucht witirde, kénnte vielleicht darin die Anwesenheit der 
Monoesterase nachgewiesen werden. Ich habe die Trennung der 
Takadiesterase in verschiedener Weise unternommen, aber eine 
stark wirksame Losung konnte nicht gewonnen werden. Der rela- 
tive Diesterasegehalt der Takadiastase zu der. Monoesterase 
schwankt meiner Erfahrung gemiiss mehr oder weniger nach den 
Praparatarten im Handel. Die Diesterspaltung dureh den 
dialysierten Kleienextrakt wurde andererseits von Uzawa (1932) 
untersucht. Die maximale Dephosphorylation wurde je nach den 
Arten und der Konzentration der Substrate variierend zwischen 
Pu 3,2-5 beobachtet. Die Herstellung der Kleiendiesterase frei 
von der Monoesterase konnte bisher nicht erzielt werden. Aber 
ihr PuH-Optimum liegt, wie von Uzawa angenommen, sicher in 
mehr saurer Reaktion als Pu 5,5 und vielleicht bei Po 3-4. Man 
ist also in der Lage, unter der Phosphodiesterase 4 Typen von 
isodynamen Fermenten zu differenzieren, nimlich 


PH-Optimum Vorkommen 


Phosphodiesterase I * 3-4 Reiskleie 
II Gyo} Aspergillus oryzae 
III 9 . Schlangengift 


IV 7 Leber, Niere; 
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obwohl die Trennung der Diesterase I und II von der begleitenden 
Monoesterase noch nicht gelungen war. Wenn man es den Pyro- 
phosphatase und Phosphomonoesterase Differenzierungen gegen- 
tuber stellt, ist ein interessantes Verhaltnis ersichtlich. In der Pyro- 
phosphatase sind nach unseren Untersuchungen 4 isodyname 
Fermente vorhanden, woriiber Ichikawa (1941) aus dem hiesigen 
Institut neulich mitgeteilt hat. Die Phosphomonoesterase kann 
auch wieder in 4 isodyname Fermente unterschieden werden, wenn 
man die Monoesterase in den einfach hamolysierten Erythrozyten, 
die hei 6—7 optimal wirksam ist, dem Typ 4 zuordnet. 

Das Wesen der Verschiedenheit der Pu-Optima bei den iso- 
dynamen Phosphomonoesterase wurde nun durch die Untersuch- 
ungen von H. Albers (1988), D. Albers (1939) und Kumai 
(1941) weit aufgeklart. Wie es sich bei der Pyrophosphatase 
und der Phosphodiesterase verhalt, ist durch die zukiinftigen 
Versuche zu entscheiden. 


EXPERIMENTELLER TEIU. 


I. Substrat. 
a) Bis-4-Nitrophenol-Phosphorsaures Calcium (DiNPP). 


Tris-4-Nitrophenol-Phosphat wird nach Rapp (1884) bereitet. 
4,6 g davon wird in 46cem Alkohol heiss gelost und mit 10 ecem 
10% wasseriger Natronlauge versetzt. Die dadurch getrubte 
Losung wird bei Erwarmen auf dem Wasserbad bald klar und farbt 
sich stark gelblich. Nach Abkiihlen wird die Lésung mit 250 ecem 
Wasser versetzt und in dem Scheidentrichter mit 100 ccm Ather 
2-3 mal ausgeschiittelt, um den geringen, nicht verseiften Triester 
zu entfernen. Die wassrige Losung wird filtriert, mit Salzsaure 
versetzt, bis sie gegen Kongorot neutral reagiert, und unter 
vermindertem Druck bis zum 1/2 Volumen eingedampft. Beim 
Zusatz von 10% CaCls entsteht darin sofort eine reichliche Aus- 
scheidung von DiNPP als das Calciumsalz, das sich am ndachsten 
Tag in die farblosen nadligen Kristalle umwandelt. Sie wird auf 
der Nutsche gesammelt, mit Wasser und dann mit Ather gewaschen 
und in Exsikkator getrocknet. Das Calciumsalz enthalt ein Mole- 
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kil Krystallwasser. 

Das Priiparat-war frei von anorganischem Phosphat sowie von 
nicht gebundenem p-Nitrophenol. Zur Analyse wurde 0,2985 ¢ 
krystallwasserfreie Substanz in 1000 cem Wasser gelést. Die 
Bestimmung der veresterten Phosphorsiure wurde nach Fiske- 
Subbarow ausgefiihrt. Zur. kolorimetrischen’ Bestimmung des 
eebundenen p-Nitrophenols wurde die Lésung noch auf das 4 fache 
mit Wasser verdiinnt, 1cem davon mit gleichem Volumen 15% 
Natronlauge versetzt,; auf freier Flamme vorsiehtig erhitzt, bis das 
ganze Volumen zu ein Drittel: konzentriert wurde, und dann in 
einem 10 cem Messzylinder bis zur Marke mit Wasser aufgefillt. 

Analyse: (CwHsOsNeP)20a (718.2) 


ber. 8.64% P, 77.5% p-Nitrophenol 
gef. 8.55% P, 76.7% p-Nitrophenol 


b) Mono-4-Nitrophenol-Phosphorsaures Natrium (MonoNPP). 


Das Mono-Natriumsalz wurde nach Ohmori(1937) dargestellt 
und in einer tiefblaulich gefarbten Flasche aufbewahrt. 
¢) Kahum Diphenylphosphat nach Asakawa (1929). 


Il, Versuchsanordnung. 


Bei der p-Nitrophenolmethode war die Zusammensetzung der 
Versuchslosung wie folet: 


M/1000 Substrat 5 eem 
Puffer 4 ecm 
Fermentlosung > ip decem 


Die Léslichkeit des Calciumsalzes von DiNPP in* Wasser ist 
gering, aber eine solche verdiinnte Lésung wie M/1000 ist leicht 
herzustellen. Als die Pufferlésung wurde M/10 Glykokoll-Natron, 
M/2 Essigsaure-Acetat oder  Veronal-Acetat-Salzsiiture von 
Michaelis, je nach dem Fall, gebraucht. Die Versuchstemperatur 
war durchaus 37°C. . pte ti 

Zur Bestimmung des abgespalteten p- -Nitrophenols wurden ‘5 
cem Versuchslosung mit 5eem 10% ‘ Trichloressigsiure versetzt, 
das enteiweisste Filtrat in einen Messzylinder von 10 ecm iiber- 
geftihrt, durch Zusatz’ von 4cem gesattigtem Natriumearbonat 
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alkalisch gemacht. und, mit Wasser bis zur Marke von 10 cem auf- 
gefiillt. Als Vergleichslésungen dienten die alkalischen Lésungen 
des freien p-Nitrophenols von bekannter Konzentration. Bei der 
Messung der gelben Verfarbung mittels Debosqueschen Kolori- 
meters wurde auf dem Okular eine geschlossene Glaskiivette auf- 
gesetzt, die mit verdiinnter Berlinerblaulésung gefiillt wurde. 
Einzelheiten sind aus der Mitteilung von Morimoto (1937) und 
Tanaka (1938) ersichtlich. Die Abspaltung eines p-Nitrophenol- 
molekiils aus DiNPP unter Bildung von MonoNPP wird als 100% 
Hydrolyse angegeben, darum soli der Abbau des DiNPP durch 
das Zusammenwirken der Diesterase und Monoesterase endlich 
200% p-Nitrophenol lefern. Bei der Bestimmung des abgespalte- 
ten anorganischen Phosphats wurde die Methode von Fiske-Sub- 
barow verwendet. 5ccm Versuchslésung wurden nimlich mit 5 
ecem 10% Trichloressigsiure enteiweisst, 5cem Filtrat mit 1 cem 
Molybdat-Reagens und 0,4 cem Aminonaphtnolsulfonsiure versetzt 
und mit Wasser auf 10 cem aufgefiillt. 


a) Herstellung der Diesterase aus Schweineleber. 


Zerriebener Leberbrei wird in 5 fachem Volumen Wasser 
suspendiert und unter Zusatz von Toluol und Chloroform 3 Tage 
autolysiert. Das klar filtrierte Autolysat wird im Kollodiumsack 
gegen destilliertes Wasser 3 Tage dialysiert. Das Dialysat ubte 
foleende Wirkung auf Mono- und DiNPP aus. 


Pu 9 Nach 1 Std. | Nach 24 Stdn. 
DiNPP 78% 170% 
MonoNPP 17» 68 » 
Puffer — Glykokoll-NaOH 


Dieses Dialysat wurde mit gleichem Volumen M/10 Glykokoll- 
Natron von Pu 9 gemischt, in siedendem Wasser 5 Minuten erhitzt 
und nach Abkiihlen in Kollodiumsack gegen destilliertes Wasser 
bis-zum nichsten Tag. dialysiert. Diese Diesteraselosung spaltete 
das. DiNPP stark auf, war aber auf das: MonoNPP ganz unwirksam, 
wie die folgende Tabelle zeigt. Man sieht ausserdem, dass die 
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Diesterase durch die Erhitzung keine Aktivitétsverminderung 


erlitten hat. 


PH 9 Nach 2 Stdn. nach 5 Stdn. 
DiNPP 52% 77% 
MonoNPP 0 0 
Puffer Veronal-Acetat 


Unter Verwendung der p-Nitrophenolmethode wurde dann das 
PuH-Optimum der Leberdiesterase bestimmt. Zur Festhaltung der 
Aziditat wurde Veronalpuffer gebraucht. 


PH Nach 2 Stdn. Nach 5 Stdn. 
8.8 33% 56% 
8.4 41» 74 
7.6 60 » 92» 
7.0 70» 100» 
6.2 60» 80» 
5.3 48 » 67 » 
4.6 388 » 57» 


b) Herstellung der Diesterase aus Schweineniere. 


Das dialysierte Nierenautolysat wurde in gleicher Weise wie 
bei der Leber bereitet. Es iibte die folgende Abspaltung des 
p-Nitrophenols aus und enthielt eine starke Monoesterase. 


PH 8.8 Nach 1 Std. Nach 2 Stdn. 
DiNPP 134% — 173% 
MonoNPP 97 » 99 » 
Puffer Glykokoll-NaOH 


Als dieses Dialysat in obenerwahuter Weise erhitzt und dialy- 
siert wurde, war jene Monoesterasewirkung nicht mehr nach- 
weisbar. 
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PH 8.8 Nach 1 Std. Nach 24 Stdn. 
DiNPP 38% 99% 
MonoNPP 0 : 0 
Puffer Glykokoll-NaOH 


Die Bestimmung der optimalen Aziditaét von dieser Dieste- 
raselosung wurde mit der p-Nitrophenolmethode durchgefiihrt. 


PH Nach 2 Stdn. Nach 5 Stdn. 
9.6 10% 25% 
8.9 25» 42» 
8.0 58 » . 80 » 
7.0 66» 99 » 
6.0 58 » 81» 
Dee 41» 72» 
4.4 32 » meaty 3 
Puffer Veronal-Acetat 


ce) Herstellung der Phosphomonoesterase aus Kaninchenlunge. 
Das dialysierte Lungenautolysat wurde wie oben bereitet. Die 
Wirkung dieses Autolysats war mit der p-Nitrophenolmethode 


gepruft, wie folgt. 


PH 9 Nach 1 Std. Nach 24 Stdn. 
DiNPP 2% 56% 
MonoNPP 61 » 98 » 


Puffer Glykokoll-NaOH 


Die Abtrennung der Diesterase wurde dureh Adsorption 
mittels dialysierten Eisenhydroxyds (Merck) ausgefiihrt. Das 
Lungenautolysat wurde mit je 1/10 Volumen M/10 NasHPO, und 
Hisenhydroxyd versetzt, das Gemisch in das Wasserbad von 37°C 
unter zeitweisem Schiitteln eine Stunde lang gestellt und dann 


zentrifugiert. Der Bodensatz wurde einmal durch Umriihren mit 
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Wasser und Zentrifugieren gewaschen, in 0,01% Ammoniak vom 
gleichen Volumen der Ausgangsmeng des Autolysats aufgesch- 
wemmt und bei Zimmertemperatur unter bisweiligem Schitteln 
30 Minuten stehen gelassen. Die nach dem Zentrifugieren gewon- 
nene Losung war braunlich gelb verfarbt, aber durch Umruthren 
mit etwa 1/100 Gewicht Kaolin und Filtrieren wurde eine schwach 
gelbliche, klare Losung gewonnen, die im Kollodiumsack einen Tag 
dialysiert wurde. Der folgende Versuch unter Verwendung der 
p-Nitrophenolmethode zeigt, dass die Lésung diesterasefrei war. 


PH 8.8 Nach 1 Std. Nach 24 Stdn. 
DiNPP 0 0 
MonoNPP 44% 100% 
Puffer Glykokoll-NaOH 


d) Dephosphorylierung des Diphenylphosphats durch Nierendieste- 
rase + Lungenmonoesterase. 
Die Zusammensetzung der Versuchslosung war wie folgt: 


A B C 
M/100 Diphenylphosphat 5 eem 5 eem 5 ecm 
Puffer pres Smee Bane 
Lungenmonoesterase joe Lage es 0 
Nierendiesterase ; Omen, 0 LOWE 
Wasser 0 Ons. ee 


Die gemessene P-Menge wurde auf 5ccm Versuchslésung 
umgerechnet. 


Px 8.0 Nach 5 Stdn. Nach 24 Stdn. 
A 0.031mg P 10% 0.069 mg P 22% 
B 0 0 0 
re! 0 0 0 
Puffer | é Glykokoll-NaOH 


e) Homtelline der, ene Dieta 


Hine dialysierte 1%. wissrige Lésung von. Bata Gift. ubte 
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folgende p-Nitrophenolabspaltung aus. 


Pu 8.8 Nach 2 Stdn. Nach 5 Stdn. 
DiNPP 70% 107% 
MonoNPP 7» 13 » 
Puffer ' Veronal-Acetat 


Die dialysierte Giftlésung war schon beinahe frei von der 
Monoesterase. Zum Entfernen der Monoesterase wurde das 
folgende Verfahren ausgefiihrt. 1% dialysierte Giftlésung wurde 
mit 1/5 Volumen M/2 Essigsiure-Azetat (1:1), 4/5 Volumen 
Wasser und 1/25 Gewicht Kaolin versetzt, im Wasserbad von 37°C 
unter bisweiligem Umschiitteln 30 Minuten stehen gelassen und 
dann zentrifugiert. Die tiberstehende Lisung wurde von geringer 
Kaolinsuspension abfiltriert und gegen destilliertes Wasser einen 
Tag dialysiert. Das Dialysat diusserte die foleende Wirkung. 


PH 8.8 Nach 2 Stdn. Nach 3 Stdn. 


DiNPP 51% 66% 
MonoNPP 0 0 
Puffer Veronal-Acetat 


Die Bestimmung der optimalen Aziditaét wurde mit der gerei- 
nigten 1% Giftlésung unter Verwendung der p-Nitrophenol- 
methode ausgefihrt. 


Pu ‘Nach 2 Stdn. : Nach 3 Stdn. 

9.2 22% 54% 

8.8 45 » 78» 
8.6 40 » 73 

7.8 23 » 51» 

6.8 10» 19 » 

6.0 40. 10 » 

5.2 0» 5» 

4.6 0» 5» 

Puffer ° >i Veronal-Acetat 
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f) Dephosphorylierung des Diphenylphosphats durch Habu- 
Diesterase + Lungenmonoesterase. 


A B Cc 

M/100 Kalium Diphenylphosphat 5 eem 5 ccm 5 cem 
Puffer Sa 52 5» ieee? 
Lungenmonoesterase 5 » oe 0 » 
Habudiesterase (gereinigt) 5 0 Bu 32 
Wasser 5 » LON ss 10 » 
Pu 8.0 Nach 5 Stdn. Nach 24 Stdn. 

A 0.034 mg P 11% 0.087 mg P 28% 

B 0 0 

Cc 0 0 

Puffer Glykokoll-NaOH 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Bis-4-Nitrophenol-Phosphorsiure wurde als Calciumsalz 
dargestellt und zum Versuch der Phosphodiesterasestudien ver- 
wendet, um das entstehende p-Nitrophenol kolorimetrisch zu 
bestimmen. 

2. Phosphodiesterase der Leber und Niere vom Schwein 
konnte in einfacher Weise von der begleitenden Monoesterase 
getrennt werden. Das PH-Optimum dieser Diesterase ist 7. 

3. Die dialysierte Losung des Giftes von Habu (Trimeresurus 
flavoviridis) enthalt die Phosphodiesterase und kann als beinahe 
frei von der Monoesterase angesprochen werden. Eine dusserst 
geringe Monoesterase in ihr konnte durch Kaolinbehandelung ent- 
fernt werden. Die Habudiesterase wirkt bei Pu 9 optimal. 

4. Abspaltung des anorganischen Phosphats aus dem Di- 
phenylphosphat findet nur durch Zusammenwirken der Diesterase 
und der Monoesterase statt. Die einzelne Fermentlésung bewirkt 
keine Dephosphorylierung. 

5. Differenzierung der Phosphodiesterase in 4 isodyname 
Typen wurde angenommen. 


Diese Untersuchung wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mittels finanzieller Unterstiitzungen ausgefiihrt, die Herrn 
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Professor Akamatsu vom japanischen Unterrichtsministrium fiir 
wissenschaftliche Forschung gewahrt wurde. 
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STUDIEN UBER POLYSACCHARIDE AUS 
PATHOGENEN PILZEN 


I. Mitteilung. 


Von 


~ FUZIO, FUKE. 


(Aus der Dermatologischen Abteilung (Prof. H. Yanagihara) und der 
Biochemischen Abteilung (Leiter, Dr. K. Makino), des Dairen 
Hospitals, Dairen. Sitidmandschurei.) 


(Hingegangen am 6. Juni 1941) 


Die bakteriellen Polysaccharide bieten den Chemikern und den 
Immunbiologen besonderes Interesse. Seit den Forschungen von 
Dochez, Zinsser, Avery und Heidelberger berichteten viele 
Autoren tiber die spezifischen Polysaccharide aus verschiedenen 
Mikroorganismen. 

Uber Polysaccharid aus Fadenpilzen (Achorion quinckeanum) 
hatten Bloch, Laboucheré und Schaaf (1925) bereits im Jahre 
1925 eine Mitteilung gemacht, die jedoch noch liickenhaft erschien. 

Es war ein moderner grosser Fortschritt in der Methodik der 
Reindarstellung der wasserléslichen Polysaccharide aus Mikro- 
organismen, der mich zu meinen Versuchen tiber dieses Gebiet 
veranlasste. 

Die Ziele meiner Untersuchungen iiber Polysaccharide aus 
Fadenpilzen waren folgende: eingehende Untersuchung dieser 
Polysaccharide nach chemischen und immunbiologischen Rich- 
tungen und Aufstellen von immunbiologischen Einteilungen der 
verschiedenen Fadenpilze gegeniiber den bisherigen botanischen 
Klassifikationen. 

W. Jadassohn, Schaaf und Laetsch(1935) hatten antigen- 
analytische Untersuchungen an Trichophytinen mit Hilfe von 
Schultz-Daleschen Versuchen durehgefiihrt. 

Sind die Polysaccharide von verschiedenen Pilzrassen typen- 
spezifisch, d. h. gelingt és mittels der Komplementbindungsreaktion 
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und des Flockungsversuchs eine Typenspezifitat der Pilzkohlen- 
hydrate nachzuweisen ? 

Ich habe in den vorliegenden Versuchen drei Pilzarten heran- 
gezogen, nahmlich Achorion gypseum, Trichophyton violaceum 
und Microsporon lanosum. Alle Stémme wurden uns von R. 
Sabouraud geschenkt. 


ISOLIERUNG DER POLYSACCHARIDE. 


Die drei Stamme wurden auf Maltosebouillon nach Sabouraud 
geziichtet. Als Material wurden 4-6 Monate alte tippig gewachsene 
Kulturen verwendet. 

Nach Abfiltrieren der. Pilzkolonien wurde die Nahrflissigkeit 
im Vaccuum eingeengt, dann mit absolutem Alkohol ausgefallt. 
Die Pilzkolonien selbst wurden ea. eine Woche lang in 70% Alkohol 
geleet, dann durch Verreibung im Morser zu einem Pulver ver- 
wandelt und dann mit dem oben erwahnten Niederschlag vereinigt, 
und mit Ather 20 Stunden extrahiert. Der Riickstand wurde im 
Exsiccator getrocknet und aufbewahrt. 

Je 10g des Trockenpulvers von Achorion gypseum, Tricho- 
phyton violaceum und Microsporon lanosum wurden mit 500 eem 
Wasser 5 Stunden lang unter Riickflusskiihler erhitzt. Das Filtrat 
wurde durch Chamberland Ls filtriert. 

Das klare Filtrat wurde zu 50 cem konzentriert und in 1 Liter 
absoluten Alkohol eingegossen, der entstehende Niederschlag wurde 
dann abzentrifugiert. 

Dieser Niederschlag wurde in 50cem Wasser gelost, der un- 
geloste Teil abzentrifugiert und wieder mit absolutem Alkohol 
ausgefallt. Der Niederschlag wurde nochmals in 20 cem Wasser 
gelost und der ungeloste Teil abzentrifugiert. 

Das darin enthaltene Polysaccharid wurde durch 12-15 fache 
Menge Hisessig ausgefallt und der entstehende weissliche Nieder- 
schlag abfiltriert. Dieser Niederschlag wurde mit Alkohol 
gewaschen und nochmals in 20 cem Wasser gelést und der ungeldste 
Teil abzentrifugiert. 

Zur weiteren Reinigung wurde die oben erwahnte Operation 
noch zweimal wiederholt. Die so gereinigten Produkte stellten 
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nach dem Waschen mit Azeton, Ather und Trocknen im Exsiccator 
je 0,1 g weissliche, amorphe und hygroskopische Substanzen dar. 


CHEMISCHE EIGENSCHAFTEN DER POLYSACCHARIDE. 
1. Analyse des Polysaccharids aus Achorion gypseum. 


Mit Jod-J odkali-Liésung gab das Polysaecharid eine der Stiarke- 
Jodreaktion abnliche tiefblaue Farbung, und reduzierte Fehling- 
sche Lisung erst’ nach der Hydrolyse. Ubliche Hiweissreaktionen - 
wie Biuret-, Xanthoprotein- und Millon-Reaktion fielen negativ 
aus. 

Farbenreaktion auf Zucker nach Molisch war stark positiv, 
jedoch Resorzin-Reaktionen fielen negativ aus. 

Reduzierende Substanzen betrugen als Glykose 74%, 
(Hagedorn-Jansen ) 


Bestimmung des Drehungsvermogens; 
0,05 g Subst. 10 cm Wasser L=I dm 
= SEs [a]p= +48° 
Mikroelementar-Analysen des Polysaccharids 
3,890 mg Subst.:; 0,049 cem No (23° 766 mm) 
N=1,46% 
2,805 mg Subst.; 3,890 mg COs 1,550 mg HO 
Gef. C=37,829%" H—618% 
Phosphor-Bestimmung (Bell-Doisy) 
Gesamtphosphor = 0,25% 


Hydrolyse des Polysaccharids. 


0,45 g Polysaccharid wurde mit 20 cem 1 n-Schwefelsdure unter 
Riickfliisskiihler auf dem Wasserbad 5 Stunden hydrolysiert. Das 
Hydrolysat wurde durch Baryt quantitativ von Schwefelsaure 
befreit und die filtrierte Losung zu Sirup eingeengt. 

Der Sirup wurde in 20 fache Menge Methylalkohol eingegossen 
und gut geschiittelt, der entstehende Niederschlag wurde dann 
abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet. 0,082 ¢ 
Bariumsalz der Uronséure wurde erhalten. 

Die Uronsiiure wurde mit verdiinnter Schwefelsaure aus dem 
Bariumsalz in Freiheit gesetzt und dann folgende Reaktionen aus- 
gefihrt. 
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Naphthoresorzin-Reaktion nach Tollens, Neuberg und 
Saneyoshi war positiv, der dabei entstehende Farbstoff war in 
‘Benzol mit rotvioletter Farbe léslich und die Spektralreaktion 
ergab ein Band auf D. Molisch-Reaktion war positiv und die 
Uronsaure reduzierte Fehlingsche Losung. 

Die Mutterlauge des Hydrolysates wurde stark konzenDARee 
tund nach Verjagen des Methylalkohols in 10 cem Wasser gelost. 
Damit wurden folgende Reaktionen angestellt; Orzin-, Phloro- 
gluzin- und Resorzin-Reaktion. Alle Reaktionen fielen negativ aus. 

Es wurde dann mit 0,4 g Phenylhydrazin Hydrochlorid und 
0,6g¢ Natrium Acetat versetzt. Aus der Losung fiel schon nach 
einer halben Stunde eine massige Menge eines krystallinischen 
Niederschlages aus, der nach zwo6lf Stunden abfiltriert wurde, 0,12 g | 
Mannose Phenylhydrazon erhalten. 

Nach zweimaligen Umkrystallisationen aus 60%igem Alkohol 
zeigte der weissliche rhombische Krystall einen Schmelzpunkt von 
193°C und mit den d-Mannose Phenylhydrazon einen Mischmelz- 
punkt von 194°C. 

Das Filtrat davon wurde nunmehr noch mit 0,8g Phenyl- 
hydrazin Hydrochlorid und Natrium Acetat versetzt und zur 
Gewinnung des Osazons auf dem Wasserbad eine Stunde erwarmt. 
Aus der Losung schied sich tiber Nacht 0,19 g Glykosephenylosazon 
ab. Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 60%igem Alkohol 
schmolz die feine gelbe Nadel bei 205°C und zeigte keine Depression 
des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem d-Glykose- 
phenylosazon. Zur Bestimmung dieser Punkte wurde das Paraffin- 
bad vor Hinbringen der mit Substanz beschickten Rbéhrehen erst 
auf 200°C erhitzt. 


2. Analyse des Polysaccharids aus Ervehophgton 
violaceum. 

Mit Jod-Jodkali-Lésung gab das Polysaccharid eine der Stirke- 
Jodreaktion ahnliche tiefblaue Farbung und reduzierte Fehlingsche 
Losung nach Hydrolyse. 

Hiweissreaktionen wie Biuret, Xanthoprotein und Millon 
fielen negativ aus. Die Molisch-Reaktion war stark positiv. Die 
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Reduzierende Substanz als Glykose betrug 83%. (Hagedorn- 
Jansen ) rs ; 
- Bestimmung des Drehungsvermégens; 
0,1 g Subst.. 10 cem Wasser L=1dm 
a= 0525° [alo =-+25° 
Mikroelementaranalysen des Polysaccharids 
4,550 mg Subst.; 0,039 eem N2(23° 766 mm). 
= N=1,00% 
3,765 mg Subst.; 5,550 mg COs 2,150 mg HO 
Gef. C=40,20% H=6,39% 
Phosphor-Bestimmung (Bell-Doisy) 
Gesamtphosphor = 0,22% 


IHydrolyse des Polysaccharids. 

0,47 g Polysaecharid wurde mit 20 cem 1 n-Schwefelsdure unter 
Rickflussktihler 5 Stunden hydrolysiert. 

Das Hydrolysat wurde durch Baryt quantitativ von Schwefel- 
sdure befreit und nach dem Filtrieren zu Sirup eingeenet. 

Der Sirup wurde in 20 fache Menge Methylalkohol eingegossen 
und gut geschiittelt. Nur sehr geringer Niederschlag trat ein. 
Diese Substanz ergab positive Naphthoresorzin-Reaktion nach 
Tollens, Neuberg. 

Die alkoholische Mutterlauge des Hydrolysats wurde stark 
konzentriert und nach Verjagen des Methylalkohols in 10 cem 
Wasser gelést. Damit wurden Orzin-, Naphthoresorzin- und 
Resorzinreaktion gepriift, jedoch alle Reaktionen fielen negativ aus. 

Danach wurde mit 0,4g Phenylhydrazin Hydrochlorid und 
0,6g Natrium Acetat versetzt. Aus der Losung fiel nach einer 
Stunde eine betrachtliche Menge eines krystallinischen Nieder- 
schlages aus, der nach zwolf Stunden abfiltriert wurde und 0,35 ¢ 
wog. 

Nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 60%igem Alkohol 
besass das Hydrazon den Schmelzpunkt 195°C. Es zeigte keine 
Depression des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem 
d-Mannosephenylhydrazon. 

Zur Gewinnung des Osazons wurde das Filtrat mit 0,8 ¢ 
-Phenylhydrazin Hydrochlorid und Natrium <Acetat versetzt und 
auf dem Wasserbad eine Stunde erwarmt. 
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Aus der Lésung schied sich iiber Nacht 0,12g Glykose- 
phenylosazon ab. Nach zweimaligen Umkrystallisieren aus 60%igem 
Alkohol schmolz der feine Krystall bei 205°C und zeigte keine De- 
pression des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem d-Gly- 
kosephenylosazon. 


3. Analyse des Polysaccharids von Microsporon 
lanosum. 


Das Polysaccharid zeigte mit Jod-Jodkali-Lésung eine tiefblaue 
der Stirke-Jod-Reaktion dhnliche Farbung und reduzierte Fehling- 
sche Losung nach Hydrolyse. 

Biuret-, Xanthoprotein- und Millonreaktion fielen negativ aus. 
Molisch-Reaktion ergab sich stark positiv, jedoch Orcin-; Resorzin- 
und Phlorogluzinreaktion fielen negativ aus. 

Reduzierende Substanz als Glykose betrug 74%. (Hagedorn- 
Jansen ) 

Bestimmung des Drehungsvermégens; 

0,5 g Subst.; 10 eem Wasser L=1 dm 

Inaktiv? 

Mikroelementaranalysen des Polysaccharids \ 

4,990 mg Subst.; 0,039 cem Ne (23° 761 mm) 

N=0,90% 
3,885 mg Subst.; 5,515 mg COez 2,250 mg HO 
Gef. C=38,72% H=6,48% 

Phosphor-Bestimmung (Bell-Doisy) 

Gesamtphosphor =0,3% 


Hydrolyse des Polysaccharids. 


0,32 ¢ Polysaccharid wurde wie oben erwahnt hydrolysiert. 
Aus dem Hydrolysat wurde durch Fallen mit Methylalkohol 0,07 g¢ 
Bariumsalz der Uronsaure erhalten. 

Diese Substanz zeigte Molisch- und Nejpuerereconeaenes 
und reduzierte Fehlingsche Lésung. 

Nach Verjagen des Methylalkohols wurde 0,3 g¢ Phenylhydrazin 
Hydrochlorid und Natrium <Acetat zur wisserigen Mutterlauge 
zugefiigt. Nach zwolf Stunden wurde 0,04g Mannosephenyl- 
hydrazon erhalten. Der Niederschlag wurde aus 60%igem Alkohol 
umkrystallisiert. Der farblose Krystall zeigte einen Schmelzpunkt 
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von 195°C und keine Depression des Schmelzpunktes bei der 
Mischprobe mit reinem d-Mannosephenylhydrazon. / 

Aus dem Filtrat, welches mit 0,6g Phenylhydrazin Hydro- 
chlorid und Natrium Acetat versetzt und im Wasserbad erhitzt 
wurde, schied sich tiber Nacht 0,14 ¢ Glykosephenylosazon ab. 

Der gelbe Krystall zeigte einen Schmelzpunkt von 208°C und 
mit Osazon aus reiner d-Glykose einen, Mischschmelzpunkt von 
207,5°C. 


IMMUNBIOLOGISCHE VERSUCHE. 


6 Kaninchen erhielten Injektionen von Pilzzellsuspensionen. 
Je 2 Tiere wurden im Versuche mit Pilzzellen des gleichen Stammes 
verwendet. 

0,5-2 g trockenes Pilzzellpulver, welches wie oben beschrieben 
hergestellt und im Exsiccator aufbewahrt wurde, wurde mit je 5 


ecm physiologischer Kochsalzlosung aufgeschwemmt und Kanin- - 


chen intraperitoneal eingespritzt. Diese Operation wurde wahrend 
3 Wochen 4 mal wiederholt. 

4-5 Wochen nach der ersten Einspritzung wurde das Kanin- 
chenblut entnommen und das inaktivierte Serum in der Komple- 
mentbindungs- und Prazipitationsprobe mit den Polysaechariden 
untersucht. 

Das Ergebnis der Komplementbindungsprobe war ein charak- 
teristisches (Tabelle A.) 

Wie die unten gezeigte Abbildung beweist, konnte eine Typen- 
spezifitat gegenitiber den Polysacchariden aus Achorion gypseum, 
Trichophyton violaceum und Microsporon lanosum nicht nach- 
gewiesen wurde. 

Die Reaktion fallt bei fast allen Kohlenhydraten gleichmassig 
aus. 4 

Aber die Antigenaktivitét des Polysaccharids von Tricho- 
phyton violaceum war etwas niedriger als die der anderen Polysac- 
charide. 

Alle Kontrollen fielen bei diesen Verstchen negativ aus. 

Die Prazipitationsprobe mit den Polysacchariden ergab keine 
Triibung. Mischung von 0,1 cem der verschiedenen Polysaccharid- 
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TABELLE A. 
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Serum /Antigen| 1 2 4 64 |. 128 |Kontrolle 
Tva ete seach =f Biep Peete a = cr om 
Tay. | MEL ots ai botthy feat de ch. fae le ce fee - 
Ag. fits | did el ae ee 2 + a = 
| Tv. ee Ria a a + +} + a = 
Mi | Ml. es ee - 
Avg. tir tir tit ttt oe + + - — 
Pa tole ea ae Poe oo es os 
A.g. “M1. ttt tit Ht Ht + + ais = = 
A.g. HEE EET SE peat SS Sie + t - - 


(T.v.= Trichophyton violaceum. 
A.g.=Achorion gypseum, 


nung des Polysaccharids. ) 


M.1.= Microsporon Janosum. 
1. 2.=1,000. 2000. facher Verdiin- 


losungen (500-100,000° facher Verdiinnung) mit 0,1 eem des kon- 
zentrierten Serums ergab keinen charakteristischen Befund. 
Allergiseche Hautreaktion mit den Polysaecharidslosung 1:500 
loste sich bei der intracutan Injektion an vorbehandeltem Kanin- 
_chen massig aus. (Tabelle B.) 


TABE 


Viel oe 


Polysaccharids- Vorbehandeltes 
losung Kaninchen (A.g.): ++ (Ey) MD 
A.g. +h + + 
ive oe a ote 
M1. ae + +h 
Kontrolle | = = ee 


Dieses Ergebnis zeigte eine gute Ubereinstimmung: ‘mit der 
oben erwahnten Komplementbindungsreaktion. 
Aus meinen Versuchen ergab sich, dass die Komplement- 


bindungsprobe — ausschliesslich 
Higenschaften der Pilzpolysaccharide geeignet war. 


Alle Versuche, | 


zum Nachweis ' der ‘spezifischen 


in der experimentellen ‘Untersuchung den 


Studien iiber Polysaccharide aus pathogenen Pilzen.—I. 47 


dermatomykosen humoralen Antikérper in vitro (durch Agelutina- 
tion, Prazipitation und Komplementfixation) zu beweisen, waren 
bisher niemandem gelungen. 
So hatte B. Bloch sich geaussert: ,,Keinesfalls geht es an, 

,wie verschiedene Autoren behaupt haben, aus dem Nachweis 
solcher humoraler Reaktionen zu schliessen, dass die spezifische 
Allergie und Immunitat bei Trichophytie ein humoraler Prozess 
sei.“ 

Es gliickte mir zum erstenmal in den Tierversuchen den 
dermatomykosen humoralen Antikorper in vitro mittels Kom- 
plementbindungsreaktion einwandfrei nachzuweisen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Aus pathogenen Pilzen Achorion gypseum, Trichophyton viola- 
ceum und Microsporon lanosum wurden mit einer besonderen 
Methode eiweissfreie, wasserlosliche Polysaccharide gewonnen. 

Aus dem Ergebnis der chemischen Untersuchungen lasst sich 
kaum ein Unterschied zwischen den Polysacchariden der drei Arten 
erkennen. 

Uber den Stickstoffgehalt der Polysaccharide: Achorion 
gypseum betrug 1,46%, war etwas héher als die anderen. 

Alle drei Polysaccharide hatten fast denselben Phosphorgehalt. 

Als Hydrolyseprodukte der Polysaccharide von drei Arten 
wurden d-Mannose, d-Glykose und Hexoseuronsdure erhalten. Die 
Anwesenheit von Uronséure .wurde durch’ Farbenreaktion 
(Naphthoresorzinreaktion nach Tollens-Neuberg-Saneyoshi) 
nachgewiesen. . 

Die Polysaccharide gaben mit den Seren von den mit Vollpilzen 
vorbehandelten Kaninchen bis zu hohen Verdiinnungen die positive 
Komplementbindungsreaktion, aber es wurde keine Typenspezifitat 
nachgewiesen. 

Es gelang mir nicht, die Prazipitation der Polysaccharide mit 
den Seren von vorbehandelten Kaninchen nachzuweisen. 

Die mit den Polysacchariden an vorbehandelten Kaninchen 
durchgefiihrte Hautreaktion zeigte eine Gruppenspezifitat wie bei 
der Komplementbindungsreaktion. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME.* 


I. Mitteilung. Beitrige zur Kenntnis der Asparaginase 
und der Aspartase der Bakterien. 


VON 


HIDEKT SAITOO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1941) 


Uber die Ausnutzung des Asparagins als N-Quelle durch 
verschiedene Bakterien ist schon von vielen Seiten berichtet worden. 
Nach Aubel(1921) waren bei der Einwirkung des Bac. pyocyaneus 
auf Asparagin Apfel-, Fumar-, Propion- und Ameisensiure, aber 
nicht Bernsteinséure nachweisbar. Nachdem Lang (1904) die 
Ammoniakabspaltung aus Asparagin durch Rinderorgane fest- 
gestellt hatte, ist die Asparaginase-Wirkung der Gegenstand der 
Forschung betreffs der Desamidierung in Tierorganismen geworden. 
Neuerdings hat Hiwatasi (1941) in hiesigem Institut tiber die 
systematischen Studien hinsichtlich Verteilung und Higenschaften 
der Tieramidasen berichtet. 

Im Pflanzengebiet haben Grover und Chibnall (1927) m 
der Alkoholfallung des Wasserextraktes von keimender Gerste die 
Asparaginase-Aktivitat festgestellt, die am giinstigsten bei Pu 7,0 
wirkt. Was die Asparaginase der Pilze anbelangt, wurde sie in 
Aspergillus niger von Bach (1928) und in Aspergillus flavus von 
Thakur und Norris (1929) beobachtet und das Optimum der 
letzteren besteht bei Pu 8,8. Darauf wurde das systematische 
Studium der Hefeasparaginase von Geddes und Hunter (1928) 
in Angriff genommen und die gereinigte und durch Safraninfallung 
konzentrierte Asparaginase greift beim Asparagin nur dessen 


*) §, Utzino u. Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. IX. Mitteilung. 
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Amid-N, aber nicht “Amino-N an.° Die, Hefeasparagimase, deren 
Optimalbereich bei 7,9-8,1 liegt, war nach diesen Forschern gegen 
Hitze seht empfindlich, indem sie schon bei 55°C inaktiviert wurde, 
und ebenso auch gegen Trocknung mit kaltem Aceton, wie es auch 
bei der Tierasparaginase der Fall ist. Betreffs der Spezifitat der 
Hefeasparaginase haben ferner Grassmann und Mayr (1933) 
festgestellt, dass Acyl-, Oxyasparagin, a-Asparagin und Bernstein- 
sduremonoamid dem Hefeenzym stark widerstanden. In dieser 
Hinsicht haben Utzino und Imaizumi(1938&) iiber die Bakterien- 
asparaginase berichtet. 

Trotz der praktischen Anwendung des Asparagins als Kultur-_ 
material wurde aber die Asparaginase-Wirkung der Bakterien nur 
wenig systematisch studiert. Dagegen kam die Aspartasewirkung 
der Bakterien 6fters zur Beobachtung, besonders die Reversibilitat 
der Asparaginsdiure-Desaminierung und Asparaginsdure-Synthese 
aus Fumarsdéure und Ammoniak. Die Aspartase, die von Quastel 
und Woolf (1926) entdeckt und von Virtranen und Tarnanen 
(1932) eingehend untersucht wurde, katalysiert die Gleieh- 
gewichtreaktion. 

Nach der Angabe von Quastel und Woolf (1926) wurde 
J-Asparaginsaure aus Fumarsaure und Ammoniak bei Pu 7,4 durch 
Coli-Bakterien unter anaeroben Bedingungen synthetisiert und die 
Ammoniakbildung aus Asparaginsdiure unter den gleichen Bedin- 
gungen festgestellt, und auf die reversible Reaktion der Aspartase 
hingewiesen. Die Spezifitat der Aspartase ist sehr streng, also 
erfahren allein J-Asparaginsiure und Fumarsiure eine fermenta- 
tive Umsetzung und Maleinsaure, Methylfumarséure, Aconit, Gluta- 
consdure und viele andere Sauren zeigten Resistenz gegen die 
Aspartase. 

Nach der Feststellung von Quastel und W oolf (1926) wurde 
weiter die Verteilung der Asparaginsiure-Desaminierung in 
Bakterienarten von Cook und Woolf (1928) studiert und die 
Versuche ergaben, dass bei dem anaeroben Digestion-System mit 
der Emulsion von B. pyocyaneus, B. prodigiosus, B. proteus und 
B. fluorescens die reversible Asparaginsiure-Desaminierung und 
auch die reduktive Asparaginsiure-Desaminierung sich vollziehen, 
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wahrend die aeroben Bakterien wie B. subtilis, B. phlei, B. alkali- 
genes und B. megatherium oder die anaeroben wie B. Sporogenes, 
B. histolyticus und B. tertius die reduktive Desaminierung der 
Asparaginsaure ohne Inhibitorzusatz hervorzurufen vermogen, um 
die Bernsteinsiure als Abbauprodukt zu bilden. Ferner haben sie 
beobachtet, dass diese Bakterienemulsionen imstande waren, Glycin, 
Alanin und Glutaminsiure unter Ammoniakabspaltung zu 
desaminieren, falls kein Inhibitor wie Toluol, Na-Nitrit oder 
Propylalkohol zugesetzt wurde. Darauf hat Ishihara (1931) die 
Aspartasewirkung in verschiedenen Bakterien, wie B. coli com- 
munior, B. metacoli, B. coli Ohara, B. typhi, B. paratyphi A u. 
B, B. dystent. Shiga, Salmonella enteritidis Gartner, V. cholera 
und Mausetyphusbakterien ete. durch Isolierung des Kupfersalzes 
der gebildeten Asparaginsiure nachgewiesen, nicht aber in 
Staphylokokken und B. mesenthericus. Diese Bakterienaspartase, 
die einen Wirkungsbereich von Pu 6,0-9,0 zeigt, wird durch Hitze 
bei 42°C (1 Std.) inaktiviert und auch durch Silber- oder Queck- 
silbersalz stark vergiftet, wahrend Fe-, Mn- oder Ni-Salz, Rhodan- 
kali und Cyankali in 0,001 Mol-Konzentration fast ohne Hinfluss 
bleiben. 

Es gelang ihm auch, ein keimfreies aktives Schamberand- 
Filtrat der Bakterienmazeration zu gewinnen. 

In den umfanegreichen Studien iiber die enzymatische Spaltung 
und Synthese der Asparaginséure haben Virtranen und 
Tarnanen (1932) auf die starkere Saéure- und Alkoholempfind- 
lichkeit der Aspartase als der Asparaginase hingewiesen. 

Nach den Berichten von Jacobsohn et al. (1935) tiber die 
Thermodynamik enzymatischen Gleichgewichts, des Aspartase- 
Systems und auch von Michaelis (1936) tiber das Zusammen- 
wirken von Succinodehydrase und Aspartase in lebenden Colli- 
bakterien hat Gale (1938) neuerdings tiber die Aktivierung von 
Coli-Aspartase durch Adenosin und dessen Derivate unabhangig 
von den aeroben oder anaeroben Bedingungen berichtet und hat 
zwei <Aspartasentypen im zentrifugierten Coli-Extrakt unter- 
schieden; Aspartase I wird weder durch Toluol noch durch 
Adenosin beeinflusst und Aspartase II wird durch Toluol in- 
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aktiviert und durch Adenosin aktiviert. 

Utzino et al. (1938) wiesen darauf hin, dass die Sojaurease 
nicht imstande ist, die folgenden Siureamide abzuspalten, wahrend 
das Digestat von Bac. subtilis, Bac. proteus, Bac. prodigiosus, Bac. 
pyocyaneus, Staphylococcus aureus und Bac. coli das Acetamid, 
Benzamid und Oxamid desamidieren konnten und das Acetamid 
viel stirker als Benzamid durch das Bakterien-Autolysat ange- 
eriffen wurde, und zwar am starksten bei Pu 8,0. 


ERGEBNISSE. 


In der vorliegenden Arbeit hat Verf. unter Leitung von Prof. 
S. Utzino die Verteilung und Higenschaften der Asparaginase 
und der Aspartase im weiteren Sinne in verschiedenen Bakterien 
unter Anwendung einiger Enzympraparate studiert, darunter das 
Trocken-Praparat A und B und das Autolysat frischer Bakterien 
zur Beobachtung kamen. Als Substrate wurden Acetamid, 
Benzamid, Salicylamid, Phenylessigsiureamid, Thiourea, Guanidin 
und Kreatin ausser Asparagin und einige Aminosaéuren neben 
Asparaginsaure untersucht. 

In den Versuchen mit dem Trockenpulver A der Bakterien- 
leiber, die wie gewdhnlich nach der Aceton-Athermethode 
eetrocknet wurden, hat man beobachtet, dass die Coli-Stéamme im 
allgemeinen eine starke Aktivitat der Asparaginspaltung aufwiesen, 
wahrend die Aktivitat der Proteusstimme sehr schwankend und 
dic des Bac. pyocyaneus oder des Bac. pneumoniae sehr schwach 
ist. ‘In Bae. prodigiosus, Bae. subtilis und Staphylococcus aureus 
trat die Ammoniakbildung aus Asparagin in sehr bedeutendem 
Masse auf und in Sarcina fiel die Wirkung auch positiv aus, wenn 
auch nicht in so starkem Grade. Es ergab sich, dass die das 
Asparagin desamidierende Enzymwirkung in verschiedenen 
Bakterienarten weit verbreitet ist und die gespaltene Ammoniak- 
menge nicht mehr als 100% des einen Stickstoffatoms im Asparagin- 
molekul betragt, das noch einen anderen Amino-N enthalt (Tabelle 
I-a). Um die Frage zu beantworten, ob diese Ammoniakbildung 
in der Hauptsache von dem Amid-N und nicht von dem Amino-N 
im Asparaginmolekiil herriihrt, wurde hier das -Verhalten der 


— 


Uber die Bakterienenzyme.—I. 53 


Versuchsteil. 
Versuch I. Asparaginase und Acylamidase. 


TABELLE I-a. 


Asparaginspaltung durch Pulversuspension des Trockenpraparates 
A der verschiedenen Bakterien. 


Trockenpraparat A: Die von Plattagarkultur (24 Stunden) gesammelte 
“Bakterienmasse wurde dreimal mit der 4fachen Volummenge Aceton entwissert, 
indem jedesmal das Aceton abzentrifugiert wurde; dann wurde sie zweimal mit 
der 3fachen Volummenge Ather zerrieben und abgesaugt. Die entwisserte 
Bakterienmasse wurde von anhaftendem Ather mittels Féns befreit und im 
Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiiure getrocknet und im Mérser zermahlen. 
Beim Versuche wurde eine Suspension dieser Bakterienpulver in Glycerin- 
Wasser (1:1) als Enzym verwendet. 

Versuchsansatz: 1, 2 oder 3cem Bakterienpulver-Suspension wurden mit 
leem 0,1 Mol-Asparaginlésung und mit 8, 7 oder 6 ecem Phosphatpufferlésung 
(PH 7,5-8,0) versetzt und unter Toluol bei 37°C wihrend 24 Stunden lang 
digeriert. Zur Kontrolle hat man die Enzym-Pufferlésung ohne Asparagin der 
Digestion unter den gleichen Bedingungen unterworfen. 

Um das Entweichen des Ammoniaks zu verhiiten, wurde das Versuchsgefiss 
mit der Vorlage mit 0,02 n-H2SO, mittels Glasrohrs und Gummischlauchs ver- 
bunden und im Brutschrank aufbewahrt. Vor und nach der Digestion wurde 
das Ammoniak in der gesamten Versuchslésung mittels 0,02 n-HeSO. nach 
Folin bestimmt und der Saéureverbrauch zur Neutralisation des abgespaltenen 
Ammoniaks in der Tabelle angegeben, nachdem die Kontrollwerte von dem des 
Hauptversuchs abgezogen worden waren. 

Zur Kontrolle wurde keine Ammoniakabspaltung aus dem Asparagin-Puffer 
(PH 7,5) oder aus dem Asparagin-Puffer (PH 7,5) mit erhitzem Enzym bei 
120 stiindiger Digestion nachgewiesen. : 


Bakterienarten |Hnzymmenge| PH Ce pmagtieOL) (oh Jes eoeueaeee 
B. coli I-8 2cem 4% 7,0 4,92 » 98,4 
B. coli III-17 3ecem 0,1% | 7,5 4,57 91,4 
B. coli IV-3 3 cem 0,1% | 7,5 4,55 91,0 
B. coli V—-18 3 ecem 0,1% | 7,5 4,70 94,0 
B. proteus X-19 | 2cem 0,1%| 8,0 2,76 55,2 
B. proteus 52 sp.|3ecem 0,1% | 8,0 0,25 5,0 
B. proteus 80 sp.| 3 cem 0,1% | 8,0 1,50 30,0 
B. proteus 99 sp.| 3 eem 0,1% | 8,0 1,00 20,0 
B. proteus 292 3ecem 0,1% | 8,0 4,30 86,0 
B. pyocyaneus 3 cem 0,1% | 7,5 0,80 16.0 
B. pneumoniae 3cem 0,1%| 7,5 0,15 3,0 
B. prodigiosus leem 4% 7,6 5,05 101,0 
B. subtilis leem 4% 7,6 4,80 96,0 
Staphyloe. aureus} 1 ecm 2% 8,0 4,00 80,0 
Sarcina leem 4% 7,6 1,80 36,0 
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TABELLE I-b. , 


Verhalten der Asparaginsiure gegeniber der Pulversuspension des 
Trockenpriparats A der verschiedenen Bakterien, welches 
das Asparagin angreifen kann. 

Enzym: Trockenpraparat A, das in Tabelle I-a untersucht wurde, als 
Wassersuspension angewendet. 

Versuchsansatz: 3, 4 oder 5ccm Pulversuspension des Trockenpraparats 
A wurden mit 1cem 0,1 Mol-Asparaginsdurelosung und mit 6, 5 oder 4 ccm 
Phosphatpufferlésung (Pa 7,5-8,0) versetzt und dann unter Toluol bei 37°C 
wihrend 72 Stunden lang digeriert. Zur Kontrolle wurde die Enzympuffer- 
lésung ohne Substrat einerseits und die Substratpufferlosung ohne Enzymlosung 
anderseits unter den gleichen Bedingungen digeriert. Ammoniakbestimmung 
nach Folin wie in Tabelle J-a. Abzug der Leerwerte fiir Kontrollversuche. 
Die korrigierten Werte des Sdureverbrauchs in ccm 0,02 n-HeSO. angegeben. 


Bakterienarten Enzymmenge PH eve ae 
B. coli I-8 5 cem 5% 7.5 0 
Be coliy LLI=V7 3 cem 4% 1fS) 0 
B. coli IV-3 3ecem 4% 7,5 0 
B. coli V—-18 3 cem 4% 7,5 0 
B. proteus X-19 5eem 5% 8,0 0 
B. proteus 52 sp. 3 cem 4% 8,0 0 
B. proteus 80 sp. 3 cem 4% 8,0 0 
B. proteus 99 sp. 3 cem 4% 8,0 0 
B. proteus 292 3 cem 4% 8,0 0 
B. pyoeyaneus 3 cem 4% 15) 0 
B. pneumoniae 3 cem 4% Go 0 
B. prodigiosus 3ecem 4% 7,6 0 
B. subtilis 4cem 4% 7,6 0 f 
Staphylo. albus 67 5eem 4% 8,0 0 
Staphylo, aureus 5eem 4% 8,0 0 
Sarcina 10 5eem 4% 7,6 0 
Hiihnercholera 4 5ecm 4% 7,5 0 
Mausetyphus 162 5eem 4% TS 0 
Salmonella newport 5eem 4% 7,5 0 
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TABELLE IT. 


Asparaginspaltung durch Autolysat und Troekenprdparat B (Pulversuspension) 
der verschiedenen Bakterien. 

Bakterienautolysat: Die aus Agar-Platten gesammelten Bakterienleiber 
(nach 24stiindiger Kultur) wurden mit der 3fachen Volummenge Wasser unter 
Toluolzusatz bei 37°C 48 Stunden lang autolysiert. und zentrifugiert. Diese 
zentrifugierte Autolysatfliissigkeit dient fiir Versuche. 
~  Trockenpraparat B: Die gesammelte Bakterienmasse wurde méglichst 
schnell mit Aceton 3mal unter Zerreiben entwissert, indem man das Aceton 
dekantierte, da die Zentrifugierung nicht schnell von statten ging. Zuletzt 
wurden die entwisserten Bakterienleiber schnell mit Ather behandelt, abgesaugt 
und nach Verjagen des Athers mittels Fons im Vakuumexsikkator tiber H2SOx 
getrocknet. Durch Dekantation der Entwisserungsmittel konnte die Prozedur 
in sehr kurze Zeit fertig gemacht werden, um die Enzymaktivitéat gut zu 
erhalten. Bei Versuchen kam eine 4%ige wissrige Suspension der Pulver zur 
Anwendung. 

Versuchsansatz: 3cem Autolysat oder 3cem 4%iger Pulversuspension in 
Wasser+1cem 0,1 Mol Asparaginlésung+10cem Phosphatpufferlosung von 
Pu 7+ Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Asparagin wurde unter den gleichen 
Bedingungen digeriert. Nach der Digestion (24 Stunden) hat man das ge- 
bildete Ammoniak nach Folin ermittelt. Die Kontrollwerte wurden von den 
Werten des Hauptversuchs abgezogen und die korrigierten Werte des Sdurever- 
brauchs der Hauptversuche in cem 0,02 n-H2SOxs in der Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H2S0.) 
Bakterienarten fee oe ms 

Autolysat Trockenpriparat B . 
B. prodigiosus 9,30 186,0% 8,50 170,0% 
B. subtilis 9,00 180,0% 8,15 163,0% 
B. coli 9,70 . 194,0% 8,55 171,0% 
B. proteus 9,25 185,0% 9,00 180,0% 
Staphylocoeeus aureus 6,75 135,0% 6,00 120,0% 
Staphylococcus albus 7,00 140,0% 6,45 127,0% 
Miusetyphus - 890° 178,0% 9,20  184,0% 
Hiihmercholera 9,20 184,0% 8,80 176,0% 
Salmonelle| newport | 9,10 182,0%° x 820  164,0% 
Sarcina | 6,30 126,0% 6,00 126,0% 


ee 
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TABELLE III. 
Optimal-pH der Bakterien-Asparaginase (Trockenpraparat ‘A). 

Enzym: Trockenpraparat A wie in Tabelle I-a. 

Versuchsansatz: 0,5cem 1%iger Coli- oder 0,5%iger Proteus-Pulver- 
Suspension in Glycerin-Wasser (1:1) +1cem 0,1 Mol-Asparaginlosung + 8,5 cem 
Pufferlésung von verschiedenen Pu-Werten+Toluol; oder lecm 0,5%iger 
Pyogenes-Pulversuspension-|-1ecem 0,1 Mol-Substratlésung+8cem Puffer + 
Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Ammoniakbestimmung nach 
Folin. Abzug der Kontrollwerte. Die korrigierten Werte des Saurever- 
brauchs angegeben. 


Sdureverbrauch in Digestat (cem 0,02 n-H2SQ,:) 


: Staphyloe. pyogenes 
Bae. Coli Bac. proteus nthe 
Pio - peey = 
ecm Spaltung ecm Spaltung com Spaltung 
0,02 n-H2SOx % 0,02 n-H2SO. % 0,02 n-H2SO4 % 

6,0 3,87 17,6 2,92 58,4 0,52 10,4 
7,0 3,93 78,6 3,82 76,4 2,39 47,0 
50) 4,04 80,6 4,44 88,8 4,00 80,0 
8,0 3,80 76,0 4,70 94,0 4,02 80,4 
8,5 3,60 72,0 4,42 88,4 -|, 3,90 78,0 


TABELLE IV.: 

Hitzeinaktivierung der Bakterien-Asparaginase (Trockenpraéparat A) 

von. B. Coli und Staphylococcus pyogenes aureus. 

Enzym: Trockenpraparat A wie in Tabelle I-a. 

Versuchsansatz: 0,5eem 0,17%iger Coli-Pulversuspension oder 1ccm 
2%iger Suspension von Staphylococcus aureus-Pulver, die vorher bei ver- 
schiedenen Temperaturen 30 Minuten lang bei Pu 7,5 erhitzt wurde, hat man 
mit iccm 0,1 Mol-Asparaginl6sung und 8,5 oder 8cem Pufferlosung (Pu 7,5) 
versetzt und dann unter Toluol bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. Kontrolle 
mit Enzym-Puffer ohne Asparagin. Ammoniakbestimmung nach Folin. Die 
kontrollierten Werte des Hauptversuchs in der Tabelle angegeben. 


Saureverbrauch im Digestat (cem 0,02 n-H2SO.) 


Temperatur C° Bae. coli Staphylococcus aureus 
com 0,02 n-H2SO, Spaltung % |cem 0,02 n-H2SO,.| Spaltung % 

nicht erhitzt 4,85 97,0 4,45 89,0 
45° 4,83 96,6 280 47,0 

50° 4,63 92,6 0,65 13,0 

55° 4,30 86,0 0,50 10,0 

60" 1,40 28,0 0,47 9,4 

70° 0,65 13,0 0,25 5,0 

80 aes — 0,10 2,0 
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TABELLE V. 

Sdureinaktivierung der Bakterien-Asparaginase (Trockenpréparat A) 

von B. coli, B. proteus und Staphylococcus pyogenes aureus. 

Enzym: Trockenpriparat A wie in Tabelle I-a. 

Versuchsansatz: 0,5cem 0,17%iger Coli-, 2cem 0,1%iger Proteus- oder 
0,5cem 2%iger Staphylokokken-Suspension, die man yvorher bei verschiedenen 
PH mit verdiinnter Salzsiure oder 10%iger Sodalésung eingestellt und 30 
Minuten lang stehen gelassen hat, wurden mit 1eem 0,1 Mol-Substratlésung 
versetzt, mit Pufferlosung (Pu 7,5) auf 10 ccm gebracht und dann unter Toluol 
bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne 
Substrat. 

Ammoniakbestimmung im Digestat nach Folin. Die korrigierten Werte 
des Saiureverbrauchs in der Tabelle angegeben. 


Séureverbrauch im Digestat (eem 0,02 n-H2SOs) 
Sp et ders Bae. coli Bac. proteus ries eee” 
(30 Min.) - ~~ i ati 
cem 0,02. |Spaltung| eem 0,02 |Spaltung} ecm 0,02 | Spaltung 
n-H2SO,4 %o n-H2SO, % n-H»SOx %o 
2,0 1,55 31,0 0,23 4,6 0,43 8,6 
4.0 1,70 34,0 0,36 ye) 0,45 9,0 
6,0 ‘1,85 37,0 0,45 9,0 3,00 60,0 
7,0 4,47 89,4 1,95 39,0 — — 
De 4,60 92,0 2,30 46,0 4,50 90,0 
8,0 4,45 89,0 2,75 55,0 4,75 95,0 
8,5 e= =e _ — 4,10 82,0 
9,0 3,50 70,0 2,00 40,0 Se = 


Asparaginsaure gegeniiber dieser Enzymwirkung untersucht. Wie 
aus Tabelle I—b ersichtlich ist, wurde die Ammoniakspaltung in 
keinem Fall der untersuchten Bakterien festgestellt und es legt 
sehr nahe anzunehmen, dass man hier im Trockenpraparat A der 
Bakterienleiber nur die Asparaginasewirkung anzusehen hat und 
die Aspartasewirkung ausgeschaltet wird. Trotzdem ist die 
Ansicht allgemein verbreitet, dass viele Bakterien die Asparagin- 
siure ziemlich leicht desaminieren kénnen und diese Beobachtung 
lisst daran erinnern, dass die Aspartasewirkung bei Trocknung der 
Bakterienleiber mit Aceton inaktiviert werden kann. 
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TABELLE 
Amidasewirkung des Autolysats und des Trockenpraparats 

Bakterienautolysat: ,Die aus den: Agar-Platten gesammelten Bakterien- 
leiber (24-stiindige Kultur) wurden mit der 3fachen Volummenge Wasser unter 
Toluolzusatz bei 37°C 48 Stunden Jang autolysiert und dann zentrifugiert. 
Je 3cem zentrifugierter Autolysatfliissigkeit kamen zur Anwendung. 

Trockenpraparat A: . ebenso wie in Tabelle I-a, 

Trockenpraiparat B: Die gesammelten Bakterienleiber wurden mit ectin 
3mal unter Dekantation des Acetons méglichst schnell in der angegebenen Weise 
entwassert, und zuletzt mit Ather behandelt und dann abgesaugt. Nachdem 
diese Prozedur méglichst schnell ausgefiihrt wurde, hat man die Pulver nach 
Verjagen des anhaftenden Athers mittels Fons im Vakuumexsikkator iiber 
HeSO: getrocknet. Bei den Versuchen wurden 3 cem 4%iger Suspension dieser 


Saureverbrauch 
Bakterienarten Enzymarten : 
Acetamid Benzamid 
Be | ees So ee 
Autolysat 15,00 (75,0%) 0,80 (4,0%) 
B. subtilis Trockenpriparat A 0 0 
” B |. 13,90 (69,5%) 0,60 (3,0%) 
ae Autolysat 20,00 (100%) 0,65 (3,3%) 
B. prodigiosus Rrockenpraparat A 0 0 
” B| 18,95 (94.7%) 0,50 (2,5%) 
Autolysat 17,30 (86,5%) 1,40 (7,0%) 
B. proteus Trockenpraparat A 0 0 
” B| 20,00 (100%) 1,20 (6,0%) 
} Autolysat 18,00 (90,0%) 2,40 (12,0%) 
B. coli _ | Trockenpraparat A 0 0 
” B 19,20 (96,0%) 7,20 (36,0%): 
Autolysat 13,00 (65,0 1,20 (6,0 
Stapl ysa 0%) 20 (6,0%) 
eee Trockenpraiparat A 0 0 
” B 11,60 (58,0%) 0,70 (8,5%) 
Staphylococcus Autolysat 20,00 (100%) 7,20 (36,0%) 
Sipus Trockenpraparat A 0 0 
” B 17,00 (85.0%) 5,70 (28,5%) 
‘ Autolysat 19,60 (98,0%) 4,80 (24,0 
Mausetyphus Trockenpriparat A 0 0 | e 
9 B 14,30 (715%) | 0,15 (0,75%) 
‘ Autolysat 19,50 (87,8 1,20 .. (6,0 
Hiihnercholera | Trockenpraiparat A 0 ve 0 oe 
” B 15,20 (76,0%) 0,50 (2,5%) 
a einousiia Autolysat 19,80 (99,0%) '2,40 (12,0%) 
newport Trockenpraparat A 0 0 
” B 20,00 (100%) 7,20 (36,0%) 
Autolysat 17,90 (89,5%) | 11,40 (57,0 
Sarcina Trockenpraparat A 0 f) 0 ee 
” B 11,60 (58,0%) 10,40 (52,0%) 
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VI. 
A u. B der verschiedenen Bakterien. 
Bakterienpulver in Wasser gebraucht. 

Versuchsansatz: 3cem Autolysat oder 3 cem 4%iger Pulversuspension 
+4ccm 0,1 Mol Acetamid- oder Benzamidlésung oder 4cem Phenylessigsiure- 
amid-, Salicylamid-, Guanidin-HCl- oder Kreatinlésung, die 100 mg Substrat 
enthielten + 10 ¢¢m Phosphatpufferlésung von PH 7,5+Toluol; digeriert bei 
37°C 24 Stunden. lang, 

Kentrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. NH:-N Bestimmung im 
Gesamt-Digestat nach Folin. 

Der Saureyerbrauch in Kontrollyersuchen wurde von dem des Haupt- 
versuchs abgezogen und die korrigierten Werte des Siureverbrauchs sind in 
der Tabelle angegeben (ccm 0,02 n-H2SQ.). 


(eem 0,02 n-H2SOx) 


Phenylessig- 


= : Salicylamid Guanidin-HCl Kreatin 
saureamid 
1,15  (3,1%) 0 
0 0 
1,00 (2,7%) 0 


6,60 (17,8%) 
0 
4,50 (12,1%) 


1,50 (4,1%) 
0 
3,00 (8,1%) 


4,45 (12,0%) 
0 
0,70 (1,8%) 


0,90 (2.4%) 
0 
0,50 (1,4%) 


2,30 (6,2%) 
0 
7,60 (20,5%) 


1,50 (4,1%) 
0 
0,40 (1,1%) 


1,00 (2,7%) 
0 
0,30 (0,8%) 


0,80 (2,2%) 
0 
3,90 (10,5%) 


15,25 (41,2%) 
0 
5,60 (15,1%) 


— 


SG Oe SQ SOO iS SO SSS OS SSeS OS SS SS O'S SSS 
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TABELLE VII. 
Harnstoffspaltung durch Bakterientrockenpradparat A. 

Enzym: Trockenpraparat A in Tabelle I-a. 

Versuchsansatz: 3cem 4%iger Pulversuspension+1cem 0,1 Mol Urea- 
lésung+10ccm Pufferlésung von verschiedenen Pu-Werten+Toluol; digeriert 
bei 37°C 24 Std. lang. e 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 

Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierten Werte des Siure- 
verbrauchs in der Tabelle angegeben. 


Er ae PH Sdureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO:) 
Bakterienarten ~~ 6,0 7,0 5 8,0 
= 
Salmonella enteritidis 5,20 9,35 9,80 9,60 
Gartneri (Nr. 171) (52,0%) (93.0%) (98,0%) (96,0% ) 
0,80 4,00 4,75 4,65 
Gc hage' uted (8,0%) | (40,0%) | (475%) | (465%) 


TaBELLE VIII. 
Wirkung des Autolysats und des Trockenpraparats A der verschiedenen 
Bakterien auf Thiouwrea. 

Enzym: Trockenpraparat A wie in Tabelle I-a. Autolysat wie in 
Tabelle II. _ 

Versuchsansatz: 3ccem Autolysat oder 3cem 4% Pulversuspension+1 ecm 
0,1 Mol Thiourealosung+10cem Pufferlosung yon PH 7,5+Toluol; digeriert 
bei 37°C 24 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach 


Folin. Die korrigierten Werte des Sdureverbrauchs der Hauptversuche 
angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO.) 


Bakterienarten 
Autolysat Trockenpraparat A 


prodigiosus 

subtilis 

eoli 

. proteus 

Staphylococcus aureus 
Staphylococcus albus 
Salmonella enteritidis Girtneri 
Mycobacterium phlei 

Sarcina 

Vibrio Dunbar 


bd bo bo be | 
SOs S.So. SoS Oo. @ Oi So 


(PKS ea Sea ai Ra) Ka ra ic) 
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Versuch II. Aspartase wnd Carbaminase. 


TABELLE IX. 
Asparaginsiureabspaltung durch Bakterien-Autolysat. 


Enzym: Die aus Plattenagarkultur (24 Std.) gesammelten Bakterien 
wurden in der 5fachen Volummenge Wasser suspendiert, unter Toluolzusatz 
bei 37°C 2 Tage lang digeriert und dann abzentrifugiert. Das Zentrifugat 
wurde als Enzym verwendet. 

Versuchsansatz: 5 ccm zentrifugierten Autolysats+1 ecm 0,1 Mol-Aspara- 
ginsdurelésung+10eem 1/15 Mol-Phosphatgemisch von Px 7,5; digeriert bei 
37°C wihrend 24 Std. lang. 

Kontrolle mit dem Autolysat ohne Asparaginsiure. Das _ gebildete 
Ammoniak in Gesamtlésung hat man mittels 0,02 n-Siure nach Folin bestimmt 
und den Kontrollwert von dem Wert des Hauptversuchs abgezogen. Diese 
korrigierten Werte der Ammoniakszunahme sind in Tabellen in eem 0,02 
nm-H2SO,. angegeben. 

In den Kontrollversuchen mit Asparaginsdure-Puffer oder mit Asparagin- 
sdure-Puffer und erhitztem Enzym hat man keine ‘Ammoniakentwiekelung bei 
120sttiindiger Digestion bewiesen. 


Saureverbrauch im Digestat 
Bakterienarten : 
cem 0,02 n-H2SO. Spaltung % 
B. prodigiosus 8,85 77,0 
B. subtilis 2,50 50,0 
B. coli 2,90 58,0 
B. proteus 2,95 59,0 
Staphylococcus aureus 2,40 48,0 
Staphylococcus albus 2,50 50,0 
Mausetyphus 2,95 59,0 
Hithnercholera 8,05 61,0 
Salmonella newport 2,90 58,0 


Darauf bediente man sich einerseits des Autolysats der frischen 
Bakterienleiber, die aus 1 tagiger Agarplatten-Kultur gesammelt 
und mit Wasser unter Toluol bei 37°C 48 Stunden lang digeriert 
wurden, und andererseits auch des Trockenpraparats B, das dureh 
wiederholte Dekantation des Acetons méglichst schnell von dieser 
entwissernden Solvenz getrennt und getrocknet wurde, da die 
wiederholte Zentrifugierung sich nicht so sehr schnell beenden und 
die Bakterienleiber linger in Aceton bleiben lasst, um die En- 
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‘TABELLE X. 
Asparaginsdurespaltung durch Autolysat, Trockenpradparat A und B 
oder Porzellankerze-Filitrat (Shoofuw SB 1—-V) 
von verschiedenen Bakterien. 


Bakterienautolysat: 1 Teil Bakterienmasse (nach 24stiindiger Kultur) 
mit 3 Volummenge Wasser unter Toluol bei 37°C 24 Stunden lang digeriert 
und zentrifugiert. Die zentrifugierte Autolysatfliissigkeit wurde in den Ver- 
suchen verwendet, wie in Tabelle II. 

Trockenpraparat A:- Die von Plattenagar gesammelte Bakterienmasse 
wurde mit Aceton und Ather durch Zentrifugieren und Absaugen getrocknet 
und pulverisiert. 

Trockenpraparat B: Die von Agarplatten gewonnene Boktencaminse 
wurde moglichst schnell mit Aceton entwassert, das Aceton dekantiert, dann 
mit Ather behandelt und abgesaugt wie in Tabelle II. Darauf wurden die 
Bakterienpulver nach Verjagen des anhaftenden Athers mittels Fons im 
Vakuumexsikkator getrocknet. 

Eine wassrige Suspension dieser gotroékneten Bakterienleiber dient fiir 
Versuche. 

Porzellenkerzen-Filtrat: Eine Bouillonlésung (1 Tag) der Bakterienkultur 
wurde durch das Shoofuu-Porzellankerze-Filter (SB 1-V) abfiltriert. Je 3 ecm 
Filtrat wurden gebraucht. 

Versuchsansatz: 3ccem Autolysat oder 3 ecm 4% Pulversuspension A oder 
B+1cem 0,1 Mol-Asparaginsaurelosung +10 eem Phosphatpufferlosung von PH 
7,5+Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. 

Ein anderer Ansatz besteht aus 3 cem Porzellankerzen-Filtrat +5 cem 0,1 
Mol-Asparaginsiurelésung+10cem 1/15 Mol-Phosphatgemisch (PH 7,5) + 
Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach 
Folin. 

Die korrigierten Werte des Sdureverbrauchs in der Tabelle angegeben. 


Saureverbrauch (eem 0,02 n-H2SO,) 
Bakterienarten ee Mivocken: Trocken- We 
: praparat A |prdparat B |der Bouillon- 
losung 
B. prodigiosus 4,90 980% 0 4,00 80,0% _ 
B. subtilis 4,50 90,0% 0 3,75 75,0% —_ 
B. coli communis 5,00 100,0% 0 4,35 87,0% 0,10 
B. proteus 4,90 98,0% 0 4,50 90,0% 0,20 
Staphylococeus aureus |2,90 58,0% 0 1,00 20,0% cas 
Staphylococcus albus __|3,00 60,0% 0 0,85.17,0% | — 
Miusetyphus 4,80 96,0% _ | 3,60 72,0% rae 
Hiihnercholera 14,85 97,0% — 3,85 77,0% a 
Salmonella newport 14580 96,09) es 3,60 72,0% => 
Sarcina ' 9:12.50. -50,0% Oretise| 1570: 84,0%.|-- 
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TABELLE XT. 
Hitzeinaktivierung der Bakterien-Aspartase (Autolysat). 

Versuchsansatz: 3c¢cm Autolysat, das vorher bei einer gewissen Tempera- 
tur bei PH 7,5, 30 Minuten lang erhitzt wurde, hat man mit 1cem 0,1 Mol 
Asparaginsdurelosung und 10cem 1/15 Mol-Phosphatgemisch vermischt ‘und 
unter Toluolzusatz bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer- ohne Asparaginsiure. 

Ammoniakbestimmung nach Folin. 


Saureverbrauch im Gesamt-Digestat (ccm 0,02 n-H25Ox) 


= 


ee Enzym |- 
ns nicht erhitzt 0m 60° 70° 
Bakterien Ree ~ 
B, voli 2,60 (52,0%) | 0,95 (19,0%) | 0,30 (6,0%) ,| 0,20 (4,0%) 
B. proteus 2,65 (53,0%) | 0,80 (16,0%) | 0,25 (5.0%) 0,10 (2,0%) 


TABELLE XII. 
Bakterien-Desaminase. 


Versuchsansatz: 3cem Autolysat, das 1 Teil Bakterienmasse in der 
5fachen Volummenge Wasser enthielt und nach 2tigiger Digestion unter 
Toluol bei 37°C abzentrifugiert wurde, hat man mit 4ccm 0,1 Mol—I(+)- 
Glutaminsiure, -—Glykokoll, —J(—)Leucin, —72(—)yrosin oder —I(—) 
Phenylalanin und 10 cem Phosphatpuffer (PH 7,5) unter Toluol der Digestion 
bei 87°C wahrend 72 Stunden unterworfen. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne 
Substrat. Ammoniakbestimmung nach Folin. Abzug des Leerwertes fiir 
Enzym. Die korrigierten Werte in der Tabelle angegeben. 


Sdureverbrauch-in Gesamt-Digestat (ecm 0,02 n-H2SO.) 


eee Substrate k(+) L(—) 1(-) 1+) 
Baktevicwarten ~~ ety ‘saa pre Leuein Tyrosin 
ie 

B. subtilis 0 0 0 0 0 
B. prodigiosus 0 0 0 0 0 
B. proteus 0 0 0 0 0 
B. coli “0 0 0 0 0 
Staphylococcus aureus 0 0 0 0 0 
Staphylococcus albus 0 0 0 0- 0 
Miusetyphus 0 0 0 0 0 
Hiihnercholera , . 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 


Salmonella newport 
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zyminaktivierung herbeizufiihren. Im Autolysat besonders im 
Gesamtautolysat und auch im Trockenpulver B hielt man das 
Zuriickbleiben lebender Keime nicht fiir ausgeschlossen, da die 
positive Kultur, wenn auch schwach, nachgewiesen wurde. 

Auffallenderweise ist die Ammoniakbildung durch das 
Autolysat wie das Trockenpraparat B der Bakterienleiber viel 
stiirker, und zwar zeigt die Menge des gebildeten Ammoniaks mehr 
als 100% des einen Amid-N im Asparagin und ungefahr 200%. 
Es bedeutet also eine weitere Spaltung des Amino-N im Asparagin- 
molekiil, falls man sich auf das frisehe Autolysat oder auf die 
Pulversuspension der schnell getrockneten Bakterienleiber B 
bezieht. Die Verbreitung solcher Aktivitat wurde in allen hier 
untersuchten ’Bakterienarten bestatigt, besonders stark bei Bac. 
prodigiosus, Bac. subtilis, Bac. coli, Bae. proteus, Mausetyphus, 
Huhnercholera und Salmonella newport. 

Auf Grund dieser Beobachtungen méchte man wohl schliessen, 
dass die hier versuchten Bakterien als desamidierendes oder 
desaminierendes Enzym die Asparaginase und die Aspartase in sich 
behalten, welche letztere aber durch langdauernde Acetonbehand- 
lung bei Trocknung inaktiviert wird und dass man hier in An- 
wendung dieses Trockenpraparats A nur mit der Asparaginase- 
wirkung zu tun hat, tiber die hier zuerst noch weiter eingehend 
berichtet werden soll. Was die Aspartasewirkung anbelangt, so 
wird Verf. spater wieder darauf zuriickkommen. MHinsichtlich der 
guustigsten Reaktion bei der Ammoniakabspaltung durch Myko- 
asparaginase ist hier umgefahr ein Optimalbereich von Pu 7,0-8,0 
zu erwahnen, indem eine schwache Abweichung der Reaktion je 
nach den Bakterienarten in Betracht kam, wie die Versuche mit 
Bae. coli, Bae. proteus oder Staphylococcus pyogenes aureus in 
Tabelle III zeigen. Da soleche Schwankungen der optimalen Reak- 
tion auch noch von verschiedenen anderen Bedingungen abhingig 
sein kénnen, muss man mit der Aussage tiber irgendeine Hinheit- 
lichkeit des Enzyms der einzelnen Bakterien aus den Pu-Werten 
zuruckhaltend sein. 

Gegen Hitzewirkung scheint Staphylococeus-Asparaginase sehr 
empfindlich zu sein, indem sie schon beim Erhitzen auf 45°-50°C 


Uber die Bakterienenzyme.—I. 65 


deutlich eingebtisst wurde und bei 70° fast ganzlich verloren ging, 
wahrend die Aktivitaét der Coli-Asparaginase erst bei 60°C 
bedeutend abgeschwacht wurde und bei 70°C nur noch in geringem 
Masse erhalten blieb. Hier sei auch erwahnt, dass in diesen Ver- 
suchen die Menge des Coli-Pulvers kleiner als die des Staphylo- 
kokken-Pulvers war (Tabelle IV). 

_ Uber die Saureempfindlichkeit der Gewebeasparaginase hat 
schon Hiwatasi (1941) im hiesigen Institut berichtet. Die hier 
erzielten Ergebnisse zeigten, dass gegen Séiurewirkung die Proteus- 
und Staphylokokken-Asparaginase ziemlich empfinlich sind, indem 
sie nach Aufbewahren bei Pu 4,0-6,0 grésstenteils verloren gingen. 
Die Coli-Asparaginase bleibt trotz ziemlich starker Saéurewirkung 
bei Pu 2,0 noch erhalten. In guter Ubereinstimmung mit der 
Beobachtung beztiglich der Hitzeinaktivierung erwies sich die Coli- 
Asparaginase resistenzfahiger gegentiber Saureinaktivierung, wofiir 
vielleicht die Bakterienbestandteile als Begleitstoffe des KEnzyms der 
Grund sein dirften (Tabelle V). 

In Erweiterung des Studiums der Mykoamidasewirkung 
wurde hier das Verhalten einiger Amide gegentiber Bakterienenzym 
untersucht. Hier kamen das Autolysat (mit Asparaginase und 
Aspartase), Trockenpriparat A (mit Asparaginase) und das 
Trockenpraparat B (mit Asparaginase und Aspartase) zur Ver- 
wendung. Es ergab sich, dass unter 10 versuchten Bakterienarten 
das Acetamid in bedeutendem Masse durch das Autolysat und 
Trockenpraparat B angegriffen wurde und die Menge des ab- 
gvespaltenen Ammoniaks mehr als 50% betrug. Im Gegensatz zu 
der Gewebeamidase, die nach Angabe von Hiwatasi (1941) das 
Benzamid und Phenylessigsiureamid angreifen konnte, aber nicht 
Acetamid, wurden hier das Benzamid und Phenylessigsaureamid 
nur in schwachem Grad durch das Autolysat und Trockenpraparat 
B desamidiert, waihrend keine Ammoniakbildung aus Salicylamid, 
Guanidin-HCl und Kreatin in allen Fallen beobachtet wurde. Als 
merkwiirdig sei hier hervorgehoben, dass das Trockenpraparat A, 
das nur Asparaginasewirkung aufwies, nicht aber Aspartase- 
wirkung, in keinem Fall der untersuchten Bakterien die Ammoniak- 
bildung aus Acetamid, Benzamid auch Phenylessigsdureamid zeigen 


\ e 
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konnte. Aus diesen Ergebnissen ist ersichtlich, dass in diesem 
Trockenpraparat A die Aktivitét dieser Amidasewirkung inakti- 
viert wurde, wihrend die Asparaginase noch darin erhalten blieb. 
Diese Tatsache trigt die grosse Wahrscheinlichkeit in sich, dass 
die Asparaginase auch von dieser Amidase getrennt werden und 
als ein spezifisches Enzym aufgefasst werden kann. Ferner kann 
man wohl annehmen, dass die Hinstellung der Amidasewirkung 
von der Struktur der Siure, und zwar von derjenigen des aromati- 
schen Kerns wie auch der Seitenkette desselben der Séure abhangig 
ist. In guter Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte 
Verf. auch Girtner-Asparaginase von Aspartase und anderen 
Amidasen trennen, woriiber noch spater berichtet werden soll. Die 
Frage beziiglich der Unterscheidung dieser Amide spaltenden 
bleibt noch 


Enzyme—wie Acetamidase oder Benzamidase ete. 
offen (Tabelle VI). 

Zuletzt wurde die EHinstellung der Mykourease studiert und 
es ergab sich, dass das Thiourea sehr stark den Mykoenzymen 
widerstand, wie Guanidin und Kreatin, wahrend Harnstoff dadurch 
sehr leicht angegriffen werden konnte (Tabelle VII u. VIII). 

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde darauf hingewiesen, dass 
das Autolysat der frischen Bakterienleiber mehr als ein Atom von 
den zwei Stickstoffatomen im Asparaginmolekiil als ‘Ammoniak ab- 
spalten kann, wahrend das Trockenpraparat einmal vollaktiv und 
eln andermal nur teilweise aktiv ist, je nach dem die Aceton- 
behandlung sich moéglichst schnell oder etwas zeitraubend vollzieht. 
Um das Vorhandensein der Aspartasewirkung—Asparaginsaure- 
desaminase—im Autolysat zu bestitigen, das schon im ersten Teil 
dieser Arbeit verwendet wurde, wurde hier weiter das Verhalten 
der Asparaginsiure gegeniiber dem Autolysat untersucht. Das 
Ergebnis war, dass durch das Autolysat der frischen Bakterien- 
leiber, die man nach Aufbewahrung mit Wasser unter Toluol bei 
37°C abzentrifugiert hatte, die Asparaginsdure deutlich des- 
aminiert wurde, indem die Ammoniakabspaltung fast in allen hier 
untersuchten Bakterienarten positiv ausfiel (Tabelle IX). Nach 
dieser Beobachtung wurde die Aspartaseaktivitat des Autolysats 
sicher festgestellt, das schon. Asparagin desamidieren konnte. 
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Darauf wurden diese beiden Trockenpraparate vergleichend mit 
dem Autolysat auf seine Aspartasewirkung hin gepriift. In guter 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Autolysataktivitit 
erwies sich das Trockenpraiparat B aspartaseaktiv, das méglichst 
schnell mit Aceton getrocknet wurde; unter den 10 verwendeten 
Bakterienarten sind das Autolysat wie Trockenpriparat B von 
Staphylococcus aureus und albus im allgemeinen schwach aktiv, 
wahrend die Menge des gebildeten Ammoniaks durch die anderen 
Bakterien mehr als 50% betrug. Im Gegensatz zu diesem positiven 
Befund trat keine Ammoniakbildung dureh das Trockenpraparat 
A auf, das durch Zentrifugieren des Materials in Aceton bereitet 
wurde (Tabelle X). 

Im Porzellankerze-Filtrat (Shoofuu SB1-V) der Bouillon- 
kultur wurde nur geringe Ammoniakbildung aus Asparaginsaure 
bemerkt. Diese Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass 
die Aspartase durch die Beriihrung mit Aceton inaktiviert wird, 
die Asparaginase aber trotzdem dabei erhalten blieb. 

Gegeniiber Hitzewirkung ist die Aspartasewirkung (Bae. coli 
und Bae. proteus) sehr empfindlich und die Aktivitét ging groéssten- 
teils bei 50°C und fast ganzlich schon bei 60°C (380 Min.) verloren 
(Tabelle XT). 

Um die Frage zu klaren, ob diese Asparaginsaéure des- 
aminierende Aktivitat des Bakterienautolysats noch auf andere 
Aminosauren einwirken kann, wurden hier weiter einige Amino- 
siuren gepriift. Das Bakterienautolysat war aber nicht imstande, 
andere Aminosiuren wie auch Glutaminsiure zu desaminieren 
(Tabelle XII). Da die Aminoséure desaminierende Fahigkeit der 
lebenden Bakterien in verschiedener Hinsicht besonders bei der 
Kultur anerkannt worden ist, so bedarf man noch eingehender 
Untersuchungen betreffs der Methode der Enzymbereitung und der 
Auswahl der aktiven Bakterienarten und die Versuche werden im 
hiesigen Institut weiter fortgefihrt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In dieser Arbeit hat Verf. sich mit der Untersuchung tiber 
die Asparaginase- und Aspartasewirkung der Bakterienpraparate 
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beschiftigt und hier kamen vier Enzymarten in Betracht: 1. Das 
Trockenpraparat A der Bakterienleiber, die auf tibliche Weise nach 
der Aceton-Ather-Methode getrocknet wurden, indem man die 
Bakterienleiber ziemlich lang in Aceton liegen liess ; 2. Das Trocken- 
priparat B der Bakterienleiber, die méglichst schnell mit Aceton 
entwiissert, mit Ather behandelt und getrocknet wurden, wobei man 
das Aceton durch Dekantation schnell abgoss; 3. Das Autolysat, 
das durch Aufbewahren der frischen Bakterienleiber mit Wasser 
unter Toluol bei 37°C bereitet wurde und einmal zentrifugiert 
einmal nicht zentrifugiert wurde (Gesamt-Autolysat); 4. Das 
Porzellankerzenfiltrat, welches man dureh Filtrieren der Bouillon- 
lésung der Bakterienkultur durch den Shoofuu-Porzellankerzen- 
Filter (SB 1—V) gewann. 

2) In den hier untersuchten Bakterien, wie Bae. ecoli, Bac. 
prodigiosus, Bae. subtilis, Bac. proteus, Bae. pyogenes, Bac. 
pneumoniae, Staphylococcus aureus und Sarcina, fiel die Asparagin- 
Desamidierung durch das Trockenpraparat A mehr oder weniger 
positiv aus. Das Trockenpraparat A von Col-Stammen, Bae. 
prodigiosus, Bae. subtilis oder von Staphylococcus aureus egriff das 
Asparagin in bedeutendem Masse an, und zwar beinahe in 100% 
des einen Amidstickstoffs des Asparaginmolekiils. Die Proteus, 
Stamme zeigten schwankende Aktivitaét. Da die Asparaginsdure 
aber dureh das Trockenpraparat A gar nicht desaminiert werden 
kann, moéchte man diesem Trockenpraparat A wohl nur die 
Asparaginase zugestehen. 

3. Die Asparaginaseaktivitaét des Trockenpraparats A’ wirkt 
am gunstigsten im Bereich von Px 7,0—-8,0, indem sie schwankende 
Pu-Werte je nach den Bakterienarten zeigt (Pu 7,5 fiir Bae. coli, 
Pu 8,0 fiir Bac. proteus und Px 7,5-8,0 fiir Staphyl. aureus). 

Der Hitze gegentiber widersteht die Asparaginase des Trocken- 
praparats auch etwas verschiedengradig; die des Staphyl. aureus 
wird schon bei 50°C stark beeintrachtigt und geht bei 70°C fast 
ganzlich verloren, aber die des Bae. coli biisst erst bei 60°C ihre 
Aktivitat ein,und bleibt noch bei 70°C teilweise erhalten. 

Die Saureinaktivierung trat auch im Trockenpriparat A von 
Bae. proteus und Staphylocoecus aureus deutlich bei Pu 4,0-6,0 
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auf, wahrend die Asparaginase-Aktivitit von Bae. coli noch nach 
Behandeln bei Pu 2,0 sich entfalten kann. Fiir diese Aktivitits- 
verschiedenheit kommen viele Faktoren wie Kulturbedingungen, 
Enzymbereitung, Enzymalterung, Digestionsbedingungen ete. in 
Frage. 

4. Durch das Bakterienautolysat wie auch durch das Trocken- 
praparat B von hier untersuchten Bakterien wurde das Asparagin 
bedeutend gespalten, und zwar betrug die Ammoniakbildung mehr 
als 100% des einen Amid-N, was auch die Spaltung des Amino-N 
im Asparaginmolekil bedeutet.. Bei diesen Enzympraparaten 
ersieht man die Aktivitaét der beiden Enzyme also der Asparaginase 
und Aspartase, welche letztere aber im Trockenpraparat A vermisst 
wurde. Diese Enzymwirkungen traten also bedeutend zutage in 
Praparaten von Bae. prodigiosus, Bae. subtilis, Bae. coli, Bae. 
proteus, Mausetyphus, Hiihnercholera, Salmonella newport und — 
etwas schwacher in denjenigen von Staphylococcus aureus und 
albus und Sarcina. 

5. In erweiterten Versuchen hinsichtlich der Amidasewirkung 
wurde das Acetamid sehr auffallig, und zwar mebr als 50% durch 
das Bakterienautolysat wie auch durch das Trockenpréparat B der 
hier untersuchten zehn Bakterinarten angegriffen, dagegen das 
Benzamid und das Phenylessigsdureamid nur in sehr schwachem 
Grade. Das Trockenpriparat A erwies sich hingegen inaktiv 
gegentiber diesen Amiden. Als Enzymmaterial dienten Bac. 
subtilis, Bac. prodigiosus, Bae. proteus, Bac. coli, Staphylococcus 
aureus und albus, Mausetyphus, Hiihnercholera, Salmonella new- 
port und Sareina. Salicylamid, Guanidin wie Kreatin wider- 
standen diesen Enzymwirkungen. 

Hier sei auch erwahnt, dass das Trockenpraparat A, das den 
Harnstoff deutlich hydrolysieren kann, nicht imstande ist, Thiourea 
anzugreifen. 

6. Was die Asparaginséure-Desaminierung anbelangt, so 
wurde hier die starke Aktivitait soleher Wirkung im Autolysat wie 
auch im Trockenpraparat B festgestellt, nicht aber im Trocken- 
priparat A und ebenso wenig auch im Porzellankerzenfiltrat 
(Shoofuu SB 1—V) der Bouillonlésung. Diese Aspartase-Wirkung 
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ist sehr empfindlich gegeniiber Hitzewirkung (Bac. coli und Bae. 
proteus) und ging fast ganzlich verloren bei 60°C (30 Min.), indem 
sie schon durch Hitze bei 50°C (30 Min.) deutlich beeintrachtigt 
wurde. Bei Versuchen mit Aminosiuren wie Glutaminsaure, 
Glycin, Leucin, Phenylalanin und Tyrosin fiel die desaminierende 
Wirkung des Autolysats negativ aus. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle herzlichst 
gedankt fiir die Gewaéhrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prot Dr S. Utzime: 
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UBER DAS VITAMIN H. 


VON 


F. §. CHANG. 


(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Sitidmandschurei. 
Leiter: Dr. K. Makino.) 


(Hingegangen am 21. Juni 1941) 


Vom Vitamin B-Komplexe stellen Lactoflavin, Adermin, 
Pantothensaure, Nicotinséure und p-Amino-Benzoesiure die wichti- 
gen dar. Diese Vitamine haben enge Beziehungen mit den 
pathologischen Hautverinderungen, insbesondere bei Pellagra. Es 
handelt sich um Vitamin H-Mangel, bei dem die auftretenden 
Krankheitsbilder denjenigen bei Vitamin B-Mangel sehr ahnlich 
sind, wenn auch die zu seiner Erzeugung verwendete Grunddiat 
von derjenigen des Vitamin B-Mangels verschieden ist. 

Auf dem Wege der Vitamin B-Forschung hat uns dieses 
Vitamin sehr interessiert. Ich nahm mir daher vor, einige Experi- 
mente daritiber durchzuftihren. Ob Vitamin H zum Vitamin B- 
Complex gehort oder nicht, bleibt auch heute noch dahingestellt. 
1927 hatte Boas zum erstenmale die Untersuchung dieses Vitamins 
vorgenommen und es als Factor X bezeichnet. 1931 sprach Gyorgy 
diesen Stoff als Vitamin H an und gab an, dass dieses Vitamin fiir 
das Wachstum der Sauglinge wichtig sei, indem es fiir die Ernah- 
rung der Haut, fiir den Stoffwechsel des Fettes und Hiweissstoffes 
unentbehrlich ist. 

Die Grunddiat, die Gyorgy fiir seine Tierexperimente ver- 
wendete, haben folgende Zusammensetzungen. 


Hialbumin 300 ¢ 
Weizenstarke 750 g 
Salzmischung nach Osborn-Mendel 75¢ 
Olivenol 225 ¢ 
Zitronensaft 75 g 

\ Hefeextrakt ; 60 g 
Lebertran 15 eem 
Wasser adhbitum 
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Bei Durchsicht dieser Zusammensetzung war der ausserordent- 
lich hohe Gehalt an Eialbumin sehr auffallend. Wie aus meinen 
Versuchen ersichtlich, wurden durch den Austausch des Eialbumins 
gegen Casein die H-Mangelsymptome der Versuchstiere in einigen 
Wochen geheilt. 

Dadurch wurden verschiedene Fragen hervorgerufen: Ist der 
H-Mangel die Ausserung der Eialbumintoxikose? Wenn es wirk- 
lich der Fall ist, so scheint es leicht erklarlich, dass durch den 
Austausch des Eialbumins gegen Casein die Hautsymptome rasch 
zuruckegingen (vel. auch von Euler). Mangelt es dem Hialbumin 
an Vitamin H? 

Neuerdings nahm Gyorgy an, dass es ihm gelang, den Wirk- 
stoff in hoch konzentriertem Zustande zu isolieren. (Bei Rattentest 
sei er in allerkleinster Menge (5y) wirksam.) 

Dieser Stoff soll stickstoffhaltig, aber frei von Schwefel sein. 
In der Natur befindet er sich immer in gebundenem Zustande, nicht 
in freier Form. Er sei thermostabil und gegen Sdure bestandig. 
Die chemischreine Substanz soll nach Gyorgy mit Biotin identisch 
sein. 

In der vorliegenden Mitteilung seien einige Versuche an Ratten 
hervorgehoben. Ich verwendete Ratten im Gewicht von 50¢ bis 
140 ¢. Die Diaten haben folgenden Zusammensetzungen. 


1) Hialbumin 120¢ 
Weizenstirke 300 ¢ 
Sesamol 90¢g 
Salzmischung (Nr. 185 von McCollum) 25g 
Lebertran 10 cem 
Vitamin Bi hydrochlorid 5.35 mg 
Vitamin C 0.535 ¢ 

2) Eigelb 120 ¢ 
Weizenstirke 300 g 
Sesam6l 90g 
Salzmischung - 25'¢ 
Lebertran 10 eem 
Vitamin Bi hydrochlorid 5.35 mg 
Vitamin C 0.535 ¢ 

3) Casein (aus Milch) 120¢ 
Weizenstirke 300 ¢ 


Sesamol 90 ¢ 
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Salzmischung 25¢ 
Lebertran 10 ccm i 
Vitamin Bi hydrochlorid 5.385 mg 
Vitamin C 0.535 g 
4) Casein (aus Sojabohne) 100 g 
Reisstiirke 300 g 
Gehart. Arachidfett 65 g 
Salzmischung 25 g 
Citronensaft 75 eem 
Hefeextrakt 60 ¢g 
Lebertran 15 eem 


Wenn man die Tiere mit Diut 1 fiitterte, so traten in 3-4 
Wochen gelbliche Veranderungen des Haars und merklicher 
Haarausfall auf. Dann kamen Dermatitis in der Umgebung der 
Augen, in der Nahe der Nase und die Versuchstiere verloren er- 
heblich ihre Kraft. Aber das Wachstum der Tiere mit H-Mangel 
war nicht schlechter als bei den Kontrolltieren. In den bisher von 
verschiedenen Seiten durchgefiihrten Versuchen wurde nur 
Eialbumin verwendet. Nun habe ich aber Versuche auch mit 
Higelb (Didt 2) vorgenommen. Dabei wurde es mir klar, dass der 
Ausfall der Krankheitsbilder gleich schnell und im gleichen Grade, 
manchmal sogar schneller und hochgradiger auftrat (Ratte Nr. 1, 9, 
10, 11). Es wurde nicht nur Dermatitis, sondern auch Abszess- 
bildung wegen Resistenzverminderung gegen verschiedene Hiter- 
erreger beobachtet (Ratte Nr. 2, 9, 11). Aus diesen Versuchen 
geht hervor, dass durch Verwendung des ganzen Kies der Vitamin 
H-Mangel hervorgerufen werden kann. Indessen ging durch Ver- 
abreichung von Didt 3 oder 4 (Casein) der Haarausfall zuriick, 
wurde Dermatitis geheilt und nahm die Kraft der Versuchstiere zu. 
(Ratte Nr. 4, 5, 10, 11, 12). Nach den neueren Versuchen von 
Gyorgy, wie bereits oben erwdhnt, sei das Vitamin H mit den 
bertihmten Pflanzenwachstumstoff Biotin identisch. Wenn das 
wirklich der Fall ist, so ist das Vitamin H fluoreszierend und hat 
ein verhaltnissmassig kleines Molekulargewicht. Sein Methylester 
ist bereits krystallisiert erhalten worden. Aber seine Struktur ist 
Struktur nicht geklart. Biotin wurde zum erstenmale von Kog] 
aus Higelb isoliert. So scheint es, dass die Deutung meiner Ver- 


Vielleicht sind diese Resultate so vAul 
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uberschtissige Aufnahme der Hier die Resorbtion des Vitamin H 
verhindert oder die Forderung nach diesem Vitamin durch Auf- 
nahme von zuviel Hiern erhoht wird. 


‘ 


Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzune eines 
Stipendiums der Stidmandschurischen-Hisenbahngesellschaft und 
des Dairen-Hospitals durchgefiihrt. (Leiter: K. Makino). 
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UBER DIE NICOTINSAURE. 
Von 


F. 8. CHANG. 


(Aus dem Dairen-Hospital, Dairen, Siidmandschurei. 
Leiter: Dr. K, Makino.) 


(Eingegangen am 21. June 1941) 


Von 1914 bis 1925 hatte Goldberger das Studium iiber den 
P—-P-Faktor vorgenommen. Spdater (1925) in Japan hatte Ito 
die Pellagrakranken mit Reisextrakt behandelt. Heute ist man 
allgemein der Ansicht, dass der P—P-Faktor mit der Nicotinsiure 
identisch sei. Unabhaingig von den Studien in Europa und 
Amerika hatten auch wir im hiesigen Laboratorium von 1935 an 
die Untersuchung dieses Faktors begonnen, die uns zu einigen 
Erkenntnissen brachte. Damals aber konnten wir die Nicotinsdure 
mit dem P—P-Faktor nicht gentigend identifizieren, da wir in 
unserer Umgebung (Siidmandschurei) kaum einen Fall des echten 
Pellagras aufzufinden imstande waren. 

In der vorliegenden Mitteilung soll kurz die Idee und die 
Versuche, die wir vor oder gleichzeitig mit den amerikanischen und 
englischen Forschern durchgefiihrt hatten, beschrieben werden. 

Da das Beriberi heilende Prinzip, d.h. Aneurin den Thiazol- 
kern in seinem Molekiil besitzt, so miisste auch das heilende Prinzip 
von Pellagra, die in seinen Entstehungsbedingungen und Krank- 
heitsbildern dem Beriberi angenahert erscheint, in seinem Molekul 
ein dem Thiazol chemisch nahestehenden Kern tragen, wie z. B. 
einen Pyridinkern. Als 1935 O. Warburg aus seinem Cofermente 
eine Base, d. h. Nicotinsiureamid als Baukomponente isoliert hatte, 
kamen wir auf den Gedanken, dass wenigstens ein Faktor des 
Vitamin B-Komplexes die Nicotinsiure oder das Nicotinsdéureamid 
in seinem Molekule besitzen muss. Von 1935 an verwendeten 
wir Nicotinsiurepraeparate (Pyridin-£-Carbonsdurediaethylamid, 
Nicotinsiure) gegen solechen Krankheiten, die auf Mangel an 


fart 


78 F. S. Chang: 


Vitamin B-Komplex zu beruhen schienen (Glossitis, chr. Diarrhoe), 
wenn auch in Mandschurei, wie oben’ erwahnt, kaum typische 
Pellagrakranke gesehen wurden, so erhielten wir doch ein gewisses 
Resultat. Im folgenden werden zwei bis Ende 1936 behandelten 
Falle beschrieben. 

Fall I. Madchen 18J. Seit 3-4 Monaten chronische Diarrhoe 
(3-4 mal taglich), Anaemie, Foetor ex ore. Oftmals Glossitis. 
April 15, 1936 in Dairen-Hospital aufgenommen. 

Mittelgrosse Statur, etwas abgemagert. Zungenpapillen 
angeschwollen. Auffallende Animie. Abgeschlagenheit. Nach 
Aufnahme im Hospitale Diarrhoe 1-2 mal taglich. Stuhl breiig, 
von schlechter Verdauung, oft mit Schleim bedeckt. Trotz 
Verabreichung verschiedener Arzneimittel war die Diarrhoe un- 
stillbar. 

Emetin ohne Erfolg. Durch Verabreichung von 1g Pyridin- 
diathylamid begann nach 4-5 Tagen der Stuhl allmahlg zu 
verharten. Vom 10. August, durch Verabreichung von 0,2¢ 
Pyridin-3-Carbonsaure wurde der Stuhl schnell wieder normal und 
die Lebensfrische nahm wieder zu. Nach einiger Zeit als geheilt 
entlassen. 

Fall Il. Knecht (Chinese) 16J. Seit 2 Monaten mitunter 
Diarrhoe, Abmagerung, Krafteverfall. 16. Oktober 1936 besuchte 
er unsere Klinik.—Mittelgrosse Statur, etwas abgemagert. Anamie. 
An den beiden Handriicken Roétung und vereinzelte Pigmentierung 
bemerkt. 

Glossitis mit Foetor ex ore. Verabreichung von verschiedenen 
Arzneimitteln ohne Erforg. Diarrhoe einmal tiglich ohne Bauch- 
_ Schmerz. Vom Okt. 27 Verabreichung von 0,1 g Pyridin-f-Carbon- 
sdure. Nach wenigen Tagen horte die Diarrhoe auf, nahmen die 
Krafte wieder zu. | 

Nach zwei Wochen verminderten sich Rétung und Pig- 
mentierung des Handriickens. (Dieser Kranke lebte auf dem Lande 
in der Nahe Dairens und ass vorwiegend Mais.) 

Da der Pellagraschtitzende Faktor die dem Aneurin naheligen- 
den chemischen Higenschaften besitzt, miisste auch der P—P-Faktor 
die analoge chemische Bindungsweise wie das Aneurin haben. So 
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lasst sich ohne weiteres das Vorhandensein solcher Verbindung 
des Nicotinsdiureamid wie mit 2-Methyl-6-Amino-5-Brommethyl- 
pyrimidin in der Natur nicht ausschliessen, da sowohl 2-Methyl- 
6-Amino-5-Aminomethylpyrimidin wie Nicotinsdure sich in der 
Hefe oder Reiskleie befinden. Durch Erhitzen des Nikotinsiure- 
amids mit 2-Methyl-6-Amino-5-Brommethylpyrimidin-Dihydro- 
bromid ist eine Pyridiumverbindung vom folgenden Struktur 
leicht herstellbar. 


H 
N=C—NH.-HBr Br C 
, vo 
CH;-0) C—O; NOE 
et ed 
N—CH Tak) KO)EE 
WA 
(I) CONH, 


Auch in der Natur mag solehe Synthese eintreten und zwar 
aus Pyrimidin- und Pyridin-Korpern die Pyridiumverbindung, wie 
die obenstehende Struktur (1) und aus Pyrimidin- und Thiazol- 
korpern das Aneurin. Die Verbindung (I) gibt bei der Oxyda- 
tion mit der alkalischen Ferricyanidl6sung ein schon blaufluores- 
zierenden Farbstoff. (Pyrichrom II.) 


(IT) 


Ich denke, dass auch in Japan und Mandschurei die Mangel- 
krankheit an Nicotinsiure nicht gering sei. Der Mangel an diesem 
Vitamin sich beim Volk, das Mais als seine Hauptnahrung isst, 
als typische Pellagra manifestieren kann, wahrend er bei anderen 
Vélkern als Glossitis, chronische Diarrhoe oder gewisse Haut- 
krankheiten auftreten kann. 

Moglicherweise miisste Pellagra nicht nur durch Mangel an 
Nicotinsiiure, sondern auch durch anderen Faktoren hervorgerufen 
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werden. 1937 berichteten Elvehjem, dass Nicotinsaure die Black- 
tongue-Krankheit des Hundes heilen kann. Kurz danach wurde 
von verschiedenen Forschern in Europa und in America Nicotin- 
sdure gegen Menschenpellagra verwendet. 

Chick in England war imstande am Schwein der Pellagra 
Abnliche Krankheitsbilder mit Mangeldiat zu erzeugen und sie mit 
Nicotinsaure zu heilen. So nahm ich auch von Mai 1938 an Ex- 
perimente vor, um festzustellen, ob Nicotinséure wirklich an 
Schweinepellagra wirksam sei oder nicht. Ich fiitterte langere Zeit 
zwei in der Mandschurei einheimische Schweine mit der von Chick 
verwendeten Grunddiaét von folgender Zusammensetzung und 
prufte den heilenden Effekt der Nicotinsaurederivate. 


Grunddiat : 
Gelben Mais (Yellow corn) CD 
Gereinigtes Kasein (Purified Casein) 6.5 
Bohnenmehl (Been Powder) 10,5 
Lebertran (Cod Liveroil) 3,0 
Me-Collumsalz (Me-Collum-Salt) 205 


Bei dieser Diat bekamen die Tiere nach 5-6 Monaten volligen 
Kraftverfall, verlor das Haar den Glanz und begann auszufallen. 
Aber die Hautsymptome waren nicht so erheblich. Allmahlich 
nahm die Diarrhoe zu, endlich wurde der Stuhl blutig. 

Die Tieren wurden ganz kraftlos und lagen fast wie sterbend 
da. Zu dieser Zeit war der Effekt der Nicotinsdure wirklich 
erstaunlich. 

Dabei bemerkte ich, dass die obengenannte Substanz (I) noch 
in kleiner Dose (2 mg) einen erossen Effekt hervorrief. 

Auch Nicotinsdureamid (50mg) und Nicotinséure (0,1 g) 
waren stark wirksam. Nach 24 oder 48 Stunden nahm die Kraft 
der Versuchstiere erheblich zu, wiihlten sie lebenhaft in der Erde. 
Die Diarrhoe war nach wenigen Tagen gestillt. Aber abweichend 
vom Versuche von Chick war die Zunahme des Kérpergewichtes 
nicht erheblich. Die Besserung der Hautsymptome durch Nicotin- 
sdure war nicht so merklich, und nach einiger Zeit starben die 
Tiere plotzich. Nach unseren Erfahrungen schienen die Sehweine 
noch einige Faktoren fiir ihre normale Entwicklung und Erhaltung 
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des Lebens zu benotigen. Auch klinische Beobachtungen iiber 
Pellagrakranke in Japan zeigten, dass, wenn auch durch Zugabe 
von Nicotinsadure einige Effekte zu erwarten waren, die vollstandige 
Heilung durch alleinige Verabreichung von Nicotinsiiure nicht 
immer zu erreichen war. Nach unseren Beobachtungen hat eine 
Anzahl Studenten in ihrem Internat in Dairen an Glossitis 
gelitten. Diese Glossitis schien auf einer Mangeldiit zu beruhen 
und wurde durch Zugabe von Nicotinséure in kurzer Zeit geheilt. 
Da Pellagra, wie oben angegeben, zum wenigsten in Japan durch 
Zugabe von Nicotinsaéure nicht so eindeutie geheilt werden kann, 
konnte man vielmehr die Nicotinsiure fiir einen Schutzfaktor der 
durch sie leicht heilbaren Glossitis halten. (Antiglossitisches 
Vitamin). Pellagra ist méglicherweise als Polyavitaminose, ein- 
schhesslich auch Nicotinsduremangel, anzusehen ? 


Schwein Nr. 1. Schwein Nr. 2. 
Anfangsgewicht 9.100 kg. Anfangsgewicht 8.480 kg. 
Beginn des Experiments 16/V °38 Beginn des Experiments 11/VI 38 
Lo) Ky 


/6}- 


im] 
Tig 


Veh 
Woche Virche 


95-46 1 16°20 28 32 36 04 8 12 Ie 20 2A 


‘i I Injektion von 2.5 mg Substanz 7 Hiernach taglich Injektion von 
von der folgenden Konstitution 100 mg Nikotinsiiure 
H 


i II Injektion von 50mg Nikotin- 
sure 

t III Hiernach tiglich Injektion von 
100 mg Nikotinsaure 
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Die vorliegende Arbeit wurde mit Untersttitzung eines 
Stipendiums der Siidmandschurischen-Hisenbahngesellschaft und 
des Dairen-Hospitals durchgefiihrt. | (Leiter: K. Makino) 
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UBER DIE BILDUNG DER REDUKTODEHYDRO- 
CHOLSAURE (a-3-OXY-7,12-DIKETOCHOLANSAURE) 
AUS CHOLSAURE IM KARZINOMGEWEBE. 


Von 
YASUYA OKASAKT. 
(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Juni 1941) 


Im hiesigen Institut (1938) wurde durch Untersuchung der 
Galle verschiedener Tiere festgestellt, dass in der Galle dieser 
Tiere fast immer Cholsiéure, die das Cholsdiureskelett enthaltende 
kohlenstoffreichere Gallensiure u. Steroide, oder der Cholsiiure 
ahnliche Gallensdure enthalten sind. Somit muss die andere an 
Kohlenstoff und an Hydroxyleruppen armere Gallensiure wenigs- 
tens von der Cholsaure herstammen, und zwar in der Weise, dass 
die Cholséure zuerst aus verschiedenen Sterocholséuren oder 
Steroiden gebildet wurde, um weiter in verschiedene an Hydroxyl- 
gruppen armere Gallensdiuren wie z. B. Desoxycholsaéure, Chenodes- 
oxycholsiure, Ursodesoxycholsiure u. Lithocholsiure verwandelt 
werden zu konnen, indem die Cholsdure im Organismus zuerst in 
Dehydrocholsaure od. Reduktodehydrochoisdure oxydiert und dann 
unter partieller Reduktion der Carbonylgruppen an C7 oder C42 
weiter hydriert wird. 

Um diese Ansichten zu bestatigen, wurden bis jetzt viele 
Versuche nach verschiedenen Richtungen hin von vielen Autoren 
angestellt. Sasaki (1940) hat im Meerschweinchenleberbrei die 
Umwandlung der Cholsiure in Dehydrocholsdure und im Meer- 
schweinchenorganismus die der Reduktodehydrocholsdure in De- 
hydrocholséiure experimentell bewiesen. Die Umwandlung dieser 
Dehydrocholsiure in Desoxycholsaure wurde bei Meerschweinchen 
von Sasaki (1940), bei Kaninchen von Kim (1938) beobachtet 
und weiter von Kim (1939) die Umwanlung der Cholsaure bei 
Meerschweinchen bestitigt. 

Aus Grund der Tatsachen, dass nach der Untersuchung von 
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Kyogoku (1937) im Krotenorganismus Dehydrodesoxycholsaure 
in a und -3-Oxy-12-ketocholansiure verwandelt und nach 
Shibuya (1933), Yamasaki u. Kyogoku (1935) verabreichte 
Dehydrocholsiiure unter Umwandlung in f-3-Oxy-7,12-diketo- 
cholansiure im Harn ausgeschieden wird, muss auch die a-3-Oxy- 
7,12-diketocholansiure im Organismus gebildet werden, um im 
Organismus benutzt zu werden, obwohl Kyogoku (1937) bei 
Zufuhr der a-3-Oxy-7,12-diketocholansaéure die Ausscheidung der 
$-3-Oxy-7,12-diketocholanséure im Krotenharn bewiesen hat. 

In diesem Sinne habe ich das Verhalten der Cholsaure im 
Mammakrebsgewebe, (Carzinom simplex) untersucht und gefunden, 
dass aus Cholsdure Reduktodehydrocholsdure nach Borsche(1919) 
(a-3-Oxy-7,12-diketocholansiure) gebildet worden ist. Betreffs der 
Oxydation der Gallensiure im Karzinomgewebe wurde bereits von 
Isaka (1940) festgestellt, dass die Ursodesoxycholséure im 
Karzinomgewebe des Magens (Adenocarzinom) und nach Flexner 
tiber 3-Oxy-7-ketocholansiure zu Dehydroursodesoxycholsdure de- 
hydriert wird. 

Aus obenerwihnten Ergebnissen scheint hervorzugehen, dass 
die Cholsaure (1) im Organismus zuerst in Dehydrocholsdure (II) 
oxydiert und dann partiell in Reduktodehydrocholsdure (IIT) 
(a-3-Oxy-7,12-diketocholansiure) hydriert wird, um weiter durch 
Reduktion tiber Oxyketositure entweder in Dioxyséuren oder in 
Monoxysaure tiberfiihrt werden zu konnen. 


OH 0) (6) 
| CHs || CHg __ |CHs__p 
mf ~ ae of ie ~ 
Oe a IVY, er ee 

SER a6 aad BE a To Ba Nae 
I 2k TIT 
CH, 
Or Warne 


| 
CH—CH,—CH.—COOH 


_ EXPERIMENTELLE BELEGE. 


32g aseptisch bereiteter Mammakrebsgewebebrei wurde zu- 
sammen mit 460cem Phosphatpuffer von Pu=7,8 mit 40 ccm 
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einer 5% igen Cholatlésung (Cholsiure 2) in sterilisierte Kolben 
gebracht und unter Zusatz von 1g Traubenzucker, 5 cem Chloro- 
form und 10cem Toluol im Brutschrank bei 37°C 120 Tage lang 
‘stehen eelassen. is 

Das Reaktionsgemisch, wurde unter Zusatz einer Sodalésung 
auf dem Wasserbade zum Trocknen eingeengt. Die dabei zuriick- 
gebliebene dunkelbriiunliche Masse wurde mit absolutem Alkohol 
extralert, der Alkoholauszug mit einer 5% igen alkoholischen 
Kalilauge auf dem Wasserbade 2 Stunden lang hydrolysiert und 
das Hydrolysat unter Ansaéuerung mit verdiinnter Salzsiure mit 
Petrolather gut geschiittelt. Alkohol und Petrolather wurden von 
der Losung nach dem Neutralisieren mit einer 5%igen Sodalésung 
auf dem Wasserbade verdampft, die Losung wieder mit verdiinnter 
Salzsaure ausgefallt, die dabei erhaltene gelbe Fallung gut 
getrocknet und mit Hssigather extrahiert. 


1. Cholsdure. 

Der Essigatherauszug wurde bis zur Krystallisation eingeengt 
und von den Krystallen abfiltriert. Aus dem Filtrat wurden durch 
weiteres Hinengen noch mehr Krystalle gewonnen. Ausbeute 1,2. 

Der Krystall wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Octaedri- 
scher Krystall vom Schmelzpunkt 198-199°C. Er zeigt eine 
positive Myliussche und Hammarstensche Reaktion und keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Cholsaure. 


4,230 mg Subst.: 10,930 mg COs, 3,745 mg H20. 
CosH 1005 Beret 70,53 H 9,87, 
Get Ss 0s4%. _.,,.-9,832 


2. Reduktodehydrocholsaure. 

Der von Cholsaure abfiltrierte Essigaitherauszug wurde vollig, - 

bis zum Trocknen verdampft, in 2%iger Ammoniaklosung gelost, 
mit einer 10%igen Bariumchloridlésung ausgefallt und von der 
briunlichen Fallung filtriert. Das Filtrat wurde unter Ansauerung 
mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather ausgeschiittelt und der Ather- 
auszug im Zimmer langsam verdunsten gelassen. Die dabei ab- 
geschiedene Krystallmasse wurde ‘nach 2 Tagen abgesaugt. Der 
Krystall wurde aus Alkohol-Wasser oder aus Aceton-Wasser um- 
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krystallisiert.. Grosse glanzende Prismen vom Schmelzpunkt 191— 
192° (unter Schiumen bei 125-130°C). Sie zeigen weder Ham- 
marstensche noch Myliussche Reaktion und bei Liebermannscher 
Reaktion unter starker Fluoreszenz eine orangegelbe Farbe. Aus- 
beute 40 meg. 

Bei der Mischprobe zeigt der Krystall mit reiner Redukto- 
dehydrocholsiure von Schmelzpunkt 190°C, die nach Borsche 
(1919) aus Dehydrocholsiure durch partielle katalytische Hydrie- 
rung hergestellt worden ist, keine Schmelzpunktdepression und 
zwar schmolzen bei 189-192°C: 

3,305 mg Subst.: 8,615 mg COs, 2,570 mg HO. 
CoH 360s Ber “Cas24 0 ay S397, 
Get. 5) 71,00 sees, 0: 


3. Wer Methylester. 


20mg Krystalle wurden in tiblicher Weise mit Diazomethan 
verestert. Der Ester krystallisiert aus trocknem Ather in feine 
Nadeln aus. Der Krystall wurde aus Methanol umkrystallisiert. 
Glinzende ‘Nadeln vom Schmelzpunkt 156-157°C. Ausbeute 10 mg. 
Keine Schmelzpunktdepression mit reinem synthetisch aus De- 
hydrochoijsaure dargestellten Methylester vom Schmelzpunkt 155°C 
und zwar schmolzen bei 155-157°C: 


3,150 mg Subst.: 8,310 mg COs, 2,520 mg H:20. 
Co5HssO5 Ber. C€ 71,78 H 9,09, 
GEES, Baki. SO Seo: 
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UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


I. Uber das Schicksal der Chenodesoxycholsdure im 
Leberbrei von Meerschweinchen. 


Von 


YOSIMI KATAOKA, 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, Juni 1941) 


In der Mehrzahl der Gallen verschiedener Tierspezies sind 
nach Shimizu®u. seinen Mitarbeitern (1935) Cholsiure oder 
andere das Cholsaureskelett enthaltende und der Cholséure ahnlche 
Gallensiuren enthalten. 

Die Cholsaéure oder Isocholsiure nach Ohta (1939) wird also 
zuerst aus Sterinen gebildet, dann in verschiedene an der Hydroxyl- 
egruppe armere Gallenséuren wie z. B. Desoxycholsiure u. Chenodes- 
oxycholsiure iiberfiihrt. Um diesen Bildungsmechanismus zu 
bestatigen, wurden Untersuchungen nach verschiedener Richtung 
hin angestellt. Kim (1939) hat die Cholsdure in die Bauchhohle 
des Meerschweinchens eingespritzt und die Gallenséure im gesam- 
melten Harn und in der Galle untersucht. Dabei wurde gefunden, 
dass im Harn Cholsaure u. Desoxycholséure und in der Galle ausser 
eigentlicher Gallenséiure Desoxycholsiure vorhanden waren. 

Er hat auf Grund dieser Tatsache behauptet, dass die Desoxy- 
cholsiure aus der verabreichten Cholsiure zuerst durch partielle 
Oxydation iiber 3-Oxy-7,12-diketocholansiure, dann durch Reduk- 
tion der CO-Gruppe an C7 iiber 3-Oxy-12-ketocholansiure gebildet 
worden ist. 

Diese Auffassung des Mechanismus wird wohl durch die 
Tatsache unterstiitzt, dass die Cholséure im Meerschweinchenleber- 
brei (Sasaki, 1940) in Dehydrocholséure und im Karzinomgewebe 
(Okasaki, 1941) in 3-Oxy-7,12-diketocholansaiure, Reduktode- 
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hydrocholsaure nach Borseche (1919) oxydiert wird. Von Yama- 
sakiu. Kyogoku(1935) u. Kyogoku(1937) wurde beim Kroten- 
organismus durch Zufuhr von Dehydrocholséure, auch durch 
solehe von a-3-Oxy-7,12-diketocholanséure /-3-Oxy-7,12-diketo- 
cholansiure, Isoreduktodehydrocholsiure nach Shibuya (1933) 
und dureh Zufuhr von Dehydrodesoxycholsiure a- u. 6-3-Oxy-12- 
ketocholansdure aus dem Harn gewonnen. Dies weist darauf hin, 
dass bei der Bildung der Desoxycholséure aus Cholsaure zuerst 
die Cholséure in Dehydrocholséure (3,7,12-Triketosdéure) oxydiert 
und dann unter Oxydoreduktion: iiber a-3-Oxy-7,12-diketocholan- 
sdure und a-3-Oxy-12-ketocholansiure in Desoxycholsaure ver- 
wandelt werden diirfte. Um den Bildungsmechanismus der Cheno- 
desoxycholsiure aus Cholsiure festzustellen wurde das Verhalten 
der Chenodesoxycholsdure im Meerschweinchenleberbrei untersucht 
und gefunden, dass die Chenodesoxycholséure (15 beim Bebriiten 
im Leberbrei von Meerschweinchen dureh Oxydation in a-3-Oxy- 
7-ketocholansaure (II) verwandelt wird, was zeigt, dass die in der 
Galle von Meerschweinchen vorkommende 3-Oxy-7-ketocholansaure 
(II) nicht nur eine Vorstufe der Chenodesoxycholsdaure (1), 
sondern auch ein Oxydationsprodukt derselben ist. 

Bereits Isaka (1940) hat beim Versuch mit Ursodesoxychol- 
saure festgestellt, dass sie im Karzinomgewebe tiber 3-Oxy-7-keto- 
cholansdure nach Imai (1937) in Dehydroursodesoxycholsiure 
oxydiert wird. Dies weist darauf hin, dass bei der Bildung der 
Chenodesoxycholsiure (I) aus 3-Oxy-7-ketocholansaure feng die 
letztere zuerst in Dehydrochenodesoxycholsiure (III) oxydiert und 
dann unter Reduktion tiber 3-Oxy-7-ketocholansdure (II) in 
Chenodesoxycholséure (I) verwandelt wird. 

Somit muss die Dehydrochenodesoxycholsdure im Reaktions- 
gemisch beim Versuch der Chenodesoxycholsiure im Meerschwein- 
chenleberbrei gebildet vorhanden sein. 

Um dies weiter zu bestatigen, wurde die Chenodesoxycholsiure 
(I) als Natriumsalz im Leberbrei von Kréten 45 Tage bebriitet und 
gefunden, dass sie im Leberbrei in Dehydrochenodesoxycholsiure 
(III) oxydiert wird, was zeigt, dass die 3-Oxy-7-ketocholansdure 
in der Meerschweinchengalle also einerseits ein Oxydationsprodukt 
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und andrerseits ein partielles Reduktionsprodukt sein diirfte, um 
weiter in Chenodesoxycholsiure reduziert zu werden. 


aS 
INV CH—CH.—CH,—CooH ‘ Nias NV 
CHs eet a8 CHg|  aecliaigee CH f 
ae Ye go ae Fue hon ve 
i OSS ep ee I ae 
if en EE 


EXPERIMENTELLER TEI. 
1. Versuch mit Meerschweinchenleberbrei. 


200 g frischer Meerschweinchenleberbrei wurde zusammen mit 
625 cem Phosphatpuffer (PH=7,5), mit 375 cem Rockescher Lisung 
und mit 100cem einer 5%igen Chenodesoxycholatlésung (5¢ 
Chenodesoxycholsaure) in den sterilisierten Kolben gebracht, unter 
Zusatz von wenig Chloroform und Toluol bei 37°C 40 Tage lang 
stehen gelassen. Das Gemisch wurde tiglich einmal gut geschiittelt. 

Das Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasserbade abgedampft 
und mit absolutem Alkohol erschépfend extrahiert. Der Alkohol- 
extrakt wurde unter Zusatz einer 5% igen Sodalésung von Alkohol 
abgedampft, der dabei abgeschiedene Niederschlag mit einer 
5%igen alkoholischen Kalilaugelésung 6 Stunden lang hydrolysiert, 
das Hydrolysat unter Anséuerung mit verdiinnter Salzséure mit 
Petrolither, dann einige Male mit Ather geschiittelt und von der 
dabei abgeschiedenen Fallung abfiltriert. Diese Fallung wurde in 
2%iger Ammoniaklosung geldst und mit einer 10%igen Barium- 
chloridlésung versetzt, wobei keine Fallung auftritt. Der durch 
Schiitteln des angesiiuerten Hydrolysates erhaltene Atherauszug 
wurde nach dem Waschen mit Wasser getrocknet und eingeengt, 
wobei sich ein Krystall abschied. Dieser Krystall wurde aus 
Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 202°. 

Keine Schmelzpunktdepression mit reimer 3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure. Ausbeute 0,2 ¢. 

3,330 mg Subst.: 9,055 mg COs, 2,950 mg HO. 


Cos HasOu Ber. C 73,78 H 9,81, 
Cote 7416” 9 01- 
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2. Versuch mit Krétenleberbrei. 


70 ¢@ von frischem keimfrei bereiteten Krétenleberbrei wurden 
zusammen mit 625 ecm Phosphatpuffer von PH=7,5, mit 375 ccm 
einer Rockeschen Lésung und mit 100 cem einer 5%igen Chenodes- 
oxycholatlésung (5g Chenodesoxycholsdure) in den sterilisierten 
Kolben gebracht, unter Zusatz von Chloroform und Toluol im 
Brutschrank bei 37°C 45 Tage lang bebriitet, wobei das Gemisch 
tiglich einige Male geschiittelt wurde. Das schwach alkalische 
Reaktionsgemisch wurde auf dem Wasserbade abgedampft und mit 
absolutem Alkohol erschépfend extrahiert. Der Alkoholauszug 
wurde unter Zusatz einer kleinen Menge von Sodalosung von 
Alkohol abgedampft. 

Die Losung wurde unter Ansdéuerung mit verdiinnter Salz- 
sdure mit Petrolather geschiittelt, mit einer Sodalésung alkalisch 
gemacht, der Rest des Petrolathers abgedampft und wieder unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzséure ausgeathert. 

Der Atherauszug wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingeengt. Der Rickstand wurde in Petrolather eimige Male 
digeriert, aus allen organischen Loésungsmitteln umkrystallisiert, 
aber dabei kein Krystall gewonnen. . 

Somit wurde die Substanz in 2%iger Ammoniaklésung gelost, 
mit einer 10%igen Bariumchloridlésung gefallt und abfiltriert. 

Das Filtrat wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salz- 
saure ausgefallt, die Fallung getrocknet und als A verzeichnet. 
Das Bariumsalz wurde mit Sodalésung umgekocht und die von 
Bariumearbonat abfiltrierte Losung mit verdtinnter Salzsiure aus- 
gefallt. Die Fallung betrug 4,05 ¢ und wurde als B verzeichnet. 
Diese Fraktion sollte unverainderte Chenodesoxycholsiure enthal- 
ten. Die beiden Fraktionen wurden vereinigt und unter Zusatz 
von Semicarbazidlésung (salzsaures Semicarbazid und Natrium- 
acetat in Alkohol) auf dem Wasserbade 3 Stunden lang gekocht. 
Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser eingegossen und die 
dabei abgeschiedene Fallung gut getrocknet. 

Diese Substanz wurde mit Ather behandelt und in eine iAther- 
losliche und atherunldsliche Fraktion getrennt. Der dtherunlésliche 
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Anteil soll einen eine Ketongruppe enthaltenden Korper enthalten. 
Somit wurde die itherunlésliche Fraktion, Semicarbazon unter 
Zusatz von Aceton und verdiinnter Salzsiure auf dem Wasserbade 
eine Stunde lang erwarmt. 

Die Lésung wurde mit Wasser verdiinnt, wobei sich die Losung 
milchig triibte, das Aceton verdampft und mit Ather ausgeschiittelt. 

Der Atherauszug wurde mit Wasser gewaschen, entwassert und 
verdamptt. Der Riickstand wurde wieder in Ather-Hexan gelist 
und stehen gelassen. Schuppen vom Schmelzpunkt 154-156°C. 
Ausbeute 2mg. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner De- 
hydrochenodesoxycholsaure. 
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UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


II. Uber die biochemische Reduktion der Dehydro- 
chenodesoxycholsdure im Leberschnitt des 
Meerschweinchens und Huhns. 


VON 


YOSIMI KATAOKA. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, Vorstand: 
Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Juni 1941) 


Nach der Ansicht von Professor Shimizu (1938) soll die 
Gallensaure aus Steroiden, insbesondere aus Ergosterin und den 
verwandten Sterinen herstammen und sich im Organismus sogar 
Trioxycholansiure, Cholsiure zunichst bilden, die ihrerseits durch 
Oxydoreduktion in andere, sauerstoffarmere Oxycholansiure, z. B. 
Desoxycholsdure,- Chenodesoxycholsiure umgewandelt wird. Fiir 
diese Ansicht spricht eine Anzahl von den in letzter Zeit von 
unserem Institut veroffentlichten Ergebnissen (Fischer 1939) ; 
vor allem ist von hohem Interesse die Tatsache, dass die Cholsiure 
dureh- den Meerschweinchenorganismus in Desoxycholsdaure um- 
gewandelt und in den Harn ausgeschieden wurde (Kim 1938). 

Bei den bisherigen Untersuchungen wurde aber die Oxy- 
doreduktion der Gallensdure bzw. ihrer Derivate tiberhaupt inner- 
halb des ganzen Organismus (1933, 1935, 1938, 1939) * nachgewiesen, 
aber es wurde iiber die Oxydoreduktion der Gallenséiure in den 
einzelnen Organen noch wenig mitgeteilt. Neuerdings hat H. 
Isaka (1940) berichtet, dass die Ursodesoxycholsaure in den 
Krebsgewebeschnitten partiell oder vollig oxydiert und sogar 
3-Oxy-7-keto- oder 3,7-Diketocholansaure erhalten wurde, was zu 
bedeuten hat, dass sich das Oxydationssystem im Krebsgewebe in 
erregtem Zustand befindet. Danach konnte T. Sasaki (1940) 
beweisen, dass die Cholséiure wohl in den Leberschnitten des 
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normalen Meerschweinchens in Dehydrocholséure oxydiert wurde, 
aber in den Leberschnitten des Rindes nicht. 

Nun habe ich untersucht, ob die Dehydrochenodesoxycholsaure 
in den Leberschnitten des Meerschweinchens und Huhns reduziert 
werden kann, und sogar gefunden, dass die Ketogallensaure teil- 
weise oder total reduziert und sogar als 3-Oxy-7-keto- bzw. 3.7- 
Dioxycholansiure, Chenodesoxycholsiure erhalten wurde. Es muss 
hier betont werden, dass die Reduktionskraft der Hiihnerleber viel 
starker als die der Meerschweinchenleber erscheint: Die Dehydro- 
chenodesoxycholsiure (III) wurde bei der Untersuchung der 
Hiihnerleber sowohl in 3-Oxy-7-ketocholansdéure (IV), als auch in 
Chenodesoxycholséure (V), der Meerschweinchenleber dagegen nur 
in 3-Oxy-7-ketocholansaure umgewandelt. Wenn man die Ansicht 
Professor Shimizus versteht, so scheint es aus diesem Ergebnisse 
zusammen mit dem Befund Sasakis(1940), dass die Cholsaure (1) 
in den Meerschweinchenleberschnitten ziemlich kraftig oxydiert 
wurde (II), leicht verstandich zu sein, warum die 3-Oxy-7- 
ketocholansaure (IV) als normaler Bestandteil in der Meer- 
schweinchengalle vorgefunden wurde (1937). Das Entstehungs- 
bild der Chenodesoxycholséaure und 3-Oxy-7-ketocholanséure im 
Organismus kann daher hier folgendermassen dargestellt werden: 


a: ay. i eo Cha 
Cora oa aU BE 
Sok mi: anA CHa| Bard ei dg |), | Aol 
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VERSUCHSTEIL. 
1) Mit Meerschweinchen-Leberbrei. 


130,0 g aseptisch herausgenommene, frische Meerschweinchen- 
leber wurde mit der Schere zerkleinert, im Mérser zu Brei zer- 
rieben, zusammen mit 625eem Phosphatpuffer von PH=7,5, mit 
375 cem Roeckescher Losung und mit 100 cem einer 5%igen De- 
hydrochenodesoxycholatlésung (5g Dehydrochenodesoxycholsiure ) 
in den sterilisierten Kolben hineingetan, unter Zusatz von wenig 
Chloroform und Toluol im Brutschrank bei 37°C 45 Tage lang 
aufbewahrt und taglich einige Male gut geschiittelt. 

Das schwach alkalische Reaktionsgut wurde auf dem Wasser- 
bade abgedampft und dann mit Alkohol erschdpfend extrahiert. 
Der Alkoholauszug wurde durch Abdampfen von Alkohol befreit. 
Die von Alkohol befreite alkalische Losung wurde unter An- 
sauerung mit verdiinnter Salzsiure mit Petrolather geschiittelt. 
Die dabei abgeschiedene Fallung wurde getrocknet und in KEssig- 
ather digeriert. Der Essigatherauszug wurde dann eingeengt, 
wobei eine Krystallisation auftrat. Die abgesaugten Krystalle 
schmolzen bei 200°C und wurden aus Alkohol-Wasser mehrmals 
umkrystallisiert. Reine Krystalle 01g. Aus dem Filtrat wurden 
weiter 0,05¢ Krystalle erhalten: Keine Schmelzpunktdepression 
mit reiner 3-Oxy-7-ketocholansaure. 

3,835 mg Subst.: 10,310 mg COs, 3,230 mg H20. 


CosH 80x Ber. ws, (3 te 9381, 
Gots 73.82 4.6. 9,42. 


2) Mit Hiihnerleberbret. 

Der asentisch frisch isolierte, zerkleinerte Leberbrei wurde 
mit 100 cem einer 2.5%igen Dehydrochenodesoxycholatlésung, 625 
cem eines Phosphatpuffers von PH=7,5, mit 375 eem einer Rocke- 
schen Liésung versetzt und unter Zusatz von Chloroform und Toluol 
im Brutschrank bei 37°C 45 Tage lang stehen gelassen und taglich 
einige Male geschiittelt. Das Ganze wurde auf dem Wasserbade 
getrocknet und dureh Alkohol extrahiert. Vom Alkoholauszug 


wurde der Alkohol abgedampft’ und unter Ansduerung mit 
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verdiinnter Salzsiure mit Petrolither geschiittelt. Die Losung 
wurde mit Sodalésung alkalisch gemacht, der Petrolather ab- 
eedampft und wieder mit verdtinnter Salzséure ausgefallt. Die 
dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert und in zwei Teile, 
Fallung (A) und das Filtrat (B), getrennt. Die Fallung (A) 
wurde in 2%iger Ammoniaklésung unter Zusatz einer 10%igen 
Bariumchloridlésung wieder gefalit und das dabei erhaltene 
Bariumsalz mit Sodalésung umgekocht und mit verdiinnter Salz- 
sdure angesduert. Die Fallung wurde nach dem Troeknen aus 
Essigather umkrystallisiert. Die amorphe Substanz schmilzt bei 
120°. Ausbeute 0,1 g. 

Die Substanz wurde mittelst trockner Ameisensaure in tiblicher 
Weise in Diformylester verwandelt. Der Ester schmilzt bei 180— 
181°C. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Diformyl- 
chenodesoxycholsaure. 

3,220 mg Subst.: 8,245 mg COs, 2,585 mg H:20. 


Cop Hs006 Ber; —C 69,59 H 8,99, 
CiGiny 5, GEES a5 SOS): 


Das von Bariumsalz abfiltrierte Filtrat wurde unter An- 
siuerung mit verdiinnter Salzsiure mit Ather ausgeschiittelt. Aus 
dem Atherauszug wurde beim Verdunsten ein Krystall gewonnen, 
der bei 193°C schmilzt. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
3-Oxy-7-ketocholansaure. 

3,270mg Subst.: 8,855 mg COs, 2,830 mg HO. 
Cos 3sOu Bere 2 Or 73S a9 Sit 
Get 78585 ae OLOS: 


Aus dem Filtrat wurde keiné weitere Substanz gewonnen. 
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UBER DEN BILDUNGSMECHANISMUS DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE IM ORGANISMUS. 


Ill. Uber das Schicksal der Chenodesoxycholsiure 
im Krotenorganismus. 


Von 


YOSIMI KATAOKA., 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, Vorstand: 
Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Juni 1941) 


Hinsichtlch des Bildungsmechanismus der Desoxycholsdure 
aus Cholsaure wurde durch die Untersuchungen von Kim (1939), 
Sasaki (1940) u. Okasaki (1941) wahrscheinlich gemacht, dass 
die Cholsaure erst in Reduktodehydrocholsiure, dann unter Reduk- 
tion in 3-Oxy-12-ketocholansiure verwandelt wird, um weiter in 
Desoxycholsdure reduziert zu werden. Neuerdings habe ich (1941) 
das Schicksal der Dehydrochenodesoxycholséure im Leberbrei von 
Meerschweinchen und Hiihnern geprtift und dabei gefunden, dass 
sie im Leberbrei der Meerschweinchen bzw. Hiihner in 3-Oxy-7- 
ketocholanséure und weiter in Chenodesoxycholsdure hydriert 
wird, was wohl zeigt, dass bei der Bildung der Chenodesoxychol- 
sdure aus Cholsaure erst die Cholsaure in Dehydrocholsaure 
oxydiert, dann unter Reduktion in Dehydrochenodesoxycholsaure 
verwandelt wird, um weiter iiber 3-Oxy-7-ketocholansaure (II) in 
Chenodesoxycholsaure (I) hydriert zu werden. 

Um dies weiter zu bestatigen, wurde die Chenodesoxycholsaure 
den Kréten als Natriumsalzlosung subkutan verabreicht und. aus 
deren Harn und Galle 3-Oxy-7-Ketocholansaure (II) gewonnen, 
die als ein Bestandteil der Galle von Meerschweinchen von Imai 
(1937) gefunden wurde. Aus diesem Ergebnis scheint hervor- 
zugehen, dass sich die Chenodesoxycholsdure im Krotenorganismus 
genau wie im Leberbrei von Meerschweinchen, verhalt,.indem sie 

in 3-Oxy-7-ketocholansiure oxydiert wird. Dies weist darauf hin, 
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dass die 3-Oxy-7-ketocholansdure (Il) nicht nur Ubergangsstufe 
der Cholsiure zu Chenodesoxycholsaure (1) sondern auch ein Oxy- 
dationsprodukt der letzteren sein diirfte. 


CHs __p CHs 5 CH __ 
MOAT cee ich 
TN See cae Ase Yes (re 
no) t-on Hol A j=o oA 
i II 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


In der Zeit von Juni bis Oktober 1939 wurde den Kroten je 2 
cem einer 1%igen Natriumchenodesoxycholatlésung am Riicken 
subkutan injiziert, wobei die Kroten in der Mehrzahl der Falle 
starben, wenn von der Losung auf einmal mehr als 2,0 cem 
verabreicht wurde. Die injizierte Menge der Chenodesoxychol- 
sdure betrug insgesamt 15g. Nach der Injektion wurde den Tieren 
der Harn morgens und abends je: zweimal katheterisiert. Der 
gesammelte Harn von 200 Kroten betrug 1125 ccm. . Den gestor- 
benen Kroten wurde die Gallenblase sofort herausgenommen und in 
Alkohol aufbewahrt. Die herausgenommene Gallenblase war prall 
gespannt und der gesammelte Harn reagierte schwach sauer. 


1. Der Harn. 


Der Harn wurde mittelst elektrischen Féhns zum Trocknen 
abgedampft, der Riickstand mit heissem absoluten Alkohol einige 
Male extrahiert, vom Alkoholauszug wurde bei schwach alkalischer 
Reaktion durch Sodalésung auf dem Wasserbade der Alkohol ab- 
gedampft. Die Losung wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter 
Salzsdure mit Petrolather geschiittelt und der Petrolather wieder 
unter schwach alkalischer Reaktion mittelst 10%iger Kalilauge- 
losung abgedampft. Die Lésung wurde mit verdiinnter Salzsiure 
gefallt, die Fallung nach dem Trocknen in Petrolither digeriert, 
um das Fett zu beseitigen und dann in Ather digeriert. Aus dem 
Atherauszug wurde aber kein Krystall gewonnen. Die aus dem 
Atherauszug gewonnene Substanz wurde dann mit 20cem einer 
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5% igen Natronlaugelésung 2 Stunden lang gekocht. Das Hydro- 
lysat wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsiure aus- 
geiithert, der Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser mittelst 
Pottasche getrocknet und im Zimmer verdunsten gelassen, wobei 
sich ein Krystall abschied. Der Krystall wurde aus Essigiither 
umkrystallisiert und sehmilzt bei 201°C. Keine Schmelzpunkt- 

depression mit reiner 3-Oxy-7-ketocholansaure. 

4,715 mg Subst.: 12,760 mg COs, 4,070 mg H:0. 
CuHesO.* «Ber. 0.73,78 69,81, 
Gef. ~,,,%85,81 ..,, 95,66. 


2. Die Galle. 


Die in Alkohol aufbewahrte Galle aus 200 Gallenblasen wurde 
abfiltriert, von Alkohol abgedampft und mit Ather ausgeschiittelt. 
Der Atherauszug wurde in 5%igen Sodalésung aufgenommen, diese 
Sodalo6sung unter Anséuerung mit verdiinnter Salzséure ausge- 
athert. Die Atherlésung wurde als A und die wasserige Losung 
als B Fraktion bezeichnet. ° 

Die Atherfraktion wurde vom Ather befreit, der Riickstand 
in Ammoniaklosung gelost, mit einer 10%igen Chlorbariumlosung 
versetzt und abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Sodalésung um- 
gekocht, von Bariumearbonatlosung abfiltriert und unter Ansaue- 
rung mit verdiinnter Salzsiure ausgedthert. Beim Einengen der 
Atherlésung wurde ein Krystall erhalten, der bei 201°C schmilzt. 
Ausbeute 80mg. Bei der Mischprobe zeigt der Krystall mit reiner 
3-Oxy-7-ketocholansaiure keine Schmelzpunktdepression. 

3,940 mg Subst.: 10,640 mg COs, 3,425 mg H2O. 
Cos 3804 Ber. Ga7s,(s) “Heo 8; 
: Gots qa s5008 thy Oslo. 

Die Fraktion B wurde wieder mit Ather ausgeschiittelt, die 
Lésung zum Trocknen abgedampft, in verdiinnter Ammoniaklosung 
gelést und mit einer Bariumchloridlosung gefallt. Die von der 
Fallung abfiltrierte Loésung wurde mit Sodalésung umgekocht, 
abfiltriert und unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure gefillt. 
Die Fallung wurde nach dem Trocknen aus Essigither umkrystal- 
lisiert. Ausbeute 50mg. Die amorphe Substanz schmilzt bei 115- 
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125°C. Keine Schmelzpunktdepression mit remer Chenodesoxy- 
cholsiure. Diese Substanz wurde mit 5ccm einer 80%igen 
Ameisensaurelésung auf dem Wasserbade 5 Stunden lang gekocht. 
Die beim Hingiessen des Reaktionsgemisches abgeschiedene Fallung 
wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Der Krystall schmilzt 
bei 183°C. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Diformy]- 
chenodesoxycholsaure. 


3,490 mg Subst.: 8,930 mg COs, 2,770 mg H:0O. 
C2sHi00c Ber. C 69,59 H 8,99, 
Gef. ,, 69,78 —,, 8,88. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


II. Mitteilung.. Uber die Girtner-Amidasen.”? 
Von 


HIDEKI SATTOO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
\ der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Bingegangen am 24, Juni 1941) 


Im Anschluss an die vorige Mitteilung (1941) iiber die 
Bakterienamidasen im weiteren Sinne hat Verf. sich hier weiter 
unter Leitung von Prof. Dr. S. Utzino mit den Untersuchungen 
uber die Amidasen-Wirkungen von Salmonella enteritidis Gartner 
beschaftigt, indem er drei Enzympriaparate d.h. Trockenpraparat 
A und B und Autolysat der frischen Bakterien beriicksichtigte. 

Da Salmonella enteritidis Gartner 6fters als Ursache der 
Vergiftung in Frage kommt, ware es von grossem Interesse einen 
Blick in das enzymologische Verhalten dieser Bakterien werfen zu 
konnen. 

In der vorigen Arbeit hat Verf. auf die weite Verbreitung der 
Asparaginase und der Aspartase im weiteren Sinne in Bakterien- 
arten hingewiesen, wobei letztere aber gegen Acetonbehandlung 
sehr empfindlich war und im Trockenpraparat A vermisst wurde, 
wahrend die Asparaginase-Wirkung darin noch positiv ausfiel. Es 
ergab sich dabei auch, dass wie schon von Utzino et al. (1938) 
angegeben, die starke Acetamidase-Wirkung weit bei Bakterien- 
arten verbreitet ist, in Tiergeweben dagegen die Acetamidase- 
Wirkung von der Benzamidase-Wirkung  tibertroffen wurde 
(Hiwatasi, 1941). In dieser Hinsicht wurde hier zuerst die 
desamidierende Wirkung von Salmonella enteritidis Gartner ver- 
gleichend studiert. 

Anschliessend an die Asparaginase-Wirkung kommt ferner die 


*) §. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. X. Mitteilung. 
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Aspartase-Wirkung in Betracht. 

Die Versuche von Quastel und Woolf (1926) ergaben, dass 
die 1-Asparaginsiure aus dem Fumarsdéure-Ammoniumehlorid- 
System durch Coli-Bakterien bei Pu 7,4 synthetisiert und die 
Asparaginsaure andererseits in demselben System desaminiert 
wurde, und sie schlossen daraus, dass die Coli-Aspartase die Gleich- 
gewichtreaktion katalysiert. In Salmonella enteritidis Gartner 
hat schon Ishihara (1931) die synthetische Aspartasewirkung 
dureh Isolierung des Kupfersalzes der Asparaginsdure nach- 
gewilesen. 

Nach den weitgehenden Untersuchungen von Virtranen und 
Tarnanen (1932) tiber Aspartase hat Gale (1938) neuerdings 
tiber die Aktivierung von Coli-Aspartase durch Adenosin berichtet. 

In vorliegender Arbeit wurde auch die Aktivitat der beiden 
Trockenpraparate von Salmonella enteritidis Gartneri ver- 
gleichend beobachtet, die einmal durch die Aceton-Ather-Methode 
durch Zentrifugieren zeitraubend bereitet, und die ein andermal 
mit <Aceton und Ather durch Dekantation méglchst schnell 
getrocknet wurden, wie es schon in der ersten Mitteilung dieser 
Arbeit (1941) beschrieben wurde. 

Die Resultate ergaben, dass durch die vom Riickstand abzentri- 
fugierte Oberfliissigkeit des. Autolysats des Trockenpraparats A von 
Salmonella enteritidis Gairtneri das Ammoniak aus Asparagin 
in dem Masse abgespalten wurde, dass die Ammoniakmenge nicht 
mehr als 95% des einen Amid-Stickstoffs im Asparaginmolekiil 
betrug (Tabelle I). Falls man sich aber einer 2%igen Pulver- 
suspension des Trockenpraparats B als Enzym bediente, betrug die 
Menge des abgespaltenen Ammoniaks ungefahr 150%, ist also 
grosser als die des einen Amidstickstoffs im Asparaginnolekiil 
(Tabelle II). Diese Tatsache spricht fiir die Abspaltung des 
Amino- und Amidstickstoffs im Asparagin, und man kann hierauf 
wohl die beiden Enzymwirkungen der Asparaginase und der 
Aspartase in Gartnerenzymen vermuten. Die giinstigste Reaktion 
der Ammoniakbildung durch das Trockenpraparat B liegt bei 
Pu 6,6-7,0. 

Um die Hitzewirkung auf die Gartner-Enzyme zu studieren, 
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hat man entweder das Gesamt-Autolysat oder zentrifugiertes 
Pulver-Autolysat B im Wasserbade von verschiedener Temperatur 
30-60 Minuten lang erhitzt und dann auf seine Aktivitit hin 
gepruft. Hier sei noch erwahnt, dass das Gartnerenzym stark 
widerstandsfahig gegen Hitzewirkung war. Uber 80°C bleibt die 
Enzymwirkung noch erhalten, und zwar trat nach Erhitzen im 
siedenden Bade wahrend 30° Minuten die Ammoniakbildung 
besonders nach 72sttindiger Digestion positiv zutage. Das Gesamt- 
Autolysat verlor seine Aktivitit erst nach 60 Minuten langem 
Erhitzen auf Siedetemperatur, wahrend die zentrifugierte Fliissig- 
keit des Suspension-Autolysats des Trockenpraparats B trotzdem 
noch Ammoniak aus Asparagin bilden konnte. Diese Beobachtung 
zeigt die Hitzebestindigkeit des Gartner-Enzyms besonders des 
Pulver-Autolysats, welches das Asparagin zu desamidieren vermag 
(Tabelle IIT). 

Es sei erwahnt, dass auch das hier untersuchte Gesamt- 
Autolysat der frischen Gartner-Leiber eine grdssere Menge von 
Ammoniak, als die dem einen Stickstoffatom im Asparagin ent- 
sprechende abspalten konnte, wie schon in der vorigen Arbeit 
(1941) bei den anderen Mykoenzymen beobachtet wurde. In guter 
Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen wurde auch die Am- 
moniakabspaltung durch das Porzellankerzen-Filtrat (Shoofuu SB 
1-V) des frischen Autolysats festgestellt, und zwar betrug die 
Menge des gebildeten Ammoniaks mehr als 100% des einen Amid- 
stickstoffs (Tabelle IV). Das Autolysat schien bei der Porzellan- 

-kerzen-Filtration fast nicht beeintrachtigt zu werden. 

In Erweiterung der Desamidase-Wirkung des Gartner-Auto- 
lysats wie auch des Trockenpraparats B wurde hier ferner das 
Verhalten einiger Amide studiert. Wie schon von Utzino und 
Mitarbeitern (1938) bei den anderen Bakterienarten beobachtet 
wurde, ergaben die Resultate, dass Acetamid, Benzamid und auch 
Phenylessigsiureamid durch das Gartner-Autolysat wie auch 
durch das Trockenpraparat B desamidiert werden konnten, nicht 
aber Salicylamid (Tabelle V). Wie die Literatur angab (1936), 
wurde das Acetamid am stirksten, und zwar ungefihr 100% 
gespalten, wihrend das Phenylessigsdureamid am _ schwachsten 
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dadurch angegriffen wurde. Hier sei aber angefiihrt, dass die 
Tieramidase nach Angabe von Hiwatasi (1941) das Benzamid 
stirker als Acetamid zu’ desamidieren imstande war. Die Acet- 
amiddesamidierung trat am starksten bei Pa 7,5-8,0 (Mittelpunkt 
7,8) und die Benzamiddesamidierung bei Pu 7,0-7,5 auf, aber in 
sehr schwachem Grad (Tabelle VI und VIL). Diese Acylamidase- 
Wirkung hat man auch im Trockenpraparat A vermisst, das nicht 
mehr Asparaginsaure angriff, jedoch noch Asparagin desamidieren 
konnte (Tabelle I u. VIII). : 

Hiernach kann man wohl annehmen, dass auch beim Gartner- 
Enzym die Amidase-Hinstellung von der Saurestruktur wie von 
der des aromatischen Kerns oder der Saéure der Seitenkette dessel- 
ben bedingt ist. 

Wie die Ergebnisse in der vorigen Mitteilung (1941) vermuten 
liessen, dass die Asparaginséure-Desaminase sich im Autolysat so 
wie auch im Trockenpraparat B von Salmonella enteritidis 
Gartner befinden konnte, nicht aber im Trockenpraparat A, so 
ergab die Beobachtung, dass die Ammoniakabspaltung aus Aspara- 
ginsdure entweder durch das Porzellankerzen-Filtrat (Shoofuu SB 
1-V) des Gartner-Autolysats oder durch die Pulversuspension 
des Trockenpraparats B hervorgerufen werden konnte, wahrend 
die Pulver-Suspension des Trockenpraparats A, welches das 
Asparagin zu desamidieren imstande war, ohne Hinfluss auf die 
Asparaginsaure trotz wiederholter Anwendung blieb (Tabelle 
ViIT). Hierauf kann man wohl unter der Pulver-Suspension des 
Trockenpraparats A von Salmonella enteritidis Gartneri die 
Asparaginase verstehen, nicht aber Aspartase im weiteren Sinne, 
und mit dem Autolysat der frischen Gartner-Leiber oder mit dem 
Trockenpraparat B sollte man sich auf die Aspartase-Wirkung 
beziehen. Die Asparaginsdure-Desaminierung trat am giinstigsten 
bei Pu 7,0-8,0 (Mittelpunkt bei Pu 7,5) auf (Tabelle IX). 

Im Gegensatz zu der Asparagindesamidierung schien die - 
Aspartase-Wirkung schon durch Erwiarmen bei 60°C (30 Minuten) 
grosstenteils verloren zu gehen, wobei aber noch eine kleinere Menge 
Ammoniakbildung im mit dem bei 80°C erhitzten Enzym an- 
gestellten Digestat zur Beobachtung kam (Tabelle X). Diesen 
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Ergebnissen zufolge lasst sich wohl mit der gréssten Wahrschein- 
lichkeit ein Unterschied zwischen Girtner-Asparaginase und 
Gartner-Aspartase erkennen. 

Um in die Spezifitat der Girtner-Aspartase einen Hinblick 
zu erhalten, wurde hier weiter das Verhalten einiger Aminosiuren 
gegentber der Gartner-Aspartase studiert. Unter den versuchten 
Aminosduren rief das Autolysat die Ammoniakbildung aus 
1(—)Tyrosin, 1(+)Glutaminsiure und 1(—)Leucin _hervor, 
wahrend die Pulversuspension des Trockenpraparats A, das keine 
Aspartasewirkung entfalten konnte, ohne Einfluss blieb (Tabelle 
XI). Diese Desaminase-Wirkung zeigte aber nur sehr schwache 
Ammoniakabspaltung. Die Frage, ob nicht Aminosiure-Des- 
aminierung auch durch die Aspartase hervorgerufen werden 
konnte, muss firs erste noch unbeantwortet bleiben. 

Wie die reversible Reaktion der Aspartasewirkung von 
Quastel (1926) angegeben, hat Verf. hier die Asparaginsadure- 
Synthese aus Fumarsdure durch das Gartner-Autolysat bestitigt, 
indem er ein Gemisch von 3g Fumarsaure, 6 g NH4Cl und 100 cem 
Puffer (Pu 7,6) mit 25cem Autolysat unter Toluol 5 Tage lang 
digerieren liess. (Versuch III). 

Zuletzt wurde das Verhalten der Proteine und des Peptons- 
Witte gegeniiber dem Garnter-Autolysat in Angriff genommen, 
indem man die Reaktion und die Wirkungsdauer beriicksichtigte. 
Bei der Digestion von Protein und Pepton mit dem Gartner- 
Autolysat trat eine deutliche Menge abgespaltenen Ammoniaks 
zutage, das am giinstigsten bei Pa 7,5 gebildet wurde und ziemlich 
lange mit der Digestionsdauer zunahm (Tabelle XIla und b). 
Hier sei noch erwahnt, dass kee Ammoniakentwicklung aus 
Leucylpeptiden durch Gartner-Autolysat beobachtet wurde 
(Tabelle XIII). Fiir diese Ammoniakabspaltung moégen vielleicht 
einige Faktoren verantwortlich sein, und zwar konnen die 
Girtner-Desamidase wie Giairtner-Desaminase direkt auf die 
Amid- und Amino-Gruppe der Substrate oder indirekt auf diese 
Gruppen nach Hinwirkung der Gartnerproteasen einwirken, die in 
Girtner-Autolysat noch erhalten blieben. Die Untersuchungen 


werden weiter fortgefihrt. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1... In der vorliegenden Arbeit wurden die Gartner-Amidase 
(Salmonella enteritidis Gartner) und die Gartner-Desaminase 
untersucht und als Enzym kamen das Trockenpraparat A, welches 
auf iibliche Weise nach der’ Aceton-Ather-Methode bereitet wurde, 
das Trockenpraparat ‘B, das méglichst schnell mit Aceton und 
Ather dargestellt wurde, und das Autolysat der frischen Bakterien 
oder dessen Filtrat durch den Porzellankerzefilter (Shoofuu SB 
1-V) ‘in Betracht. 

Das Trockenpraparat A griff das Asparagin nur in dem Masse 
an, dass die Menge des abgespaltenen Ammoniaks nicht mehr als 
100% des einen Amino-N im Asparagin betrug, und diese Spaltung 
ruhrt in der Hauptsache von der Amidase-Wirkung ( Asparaginase) 
her, nicht aber von der Desaminierung, da das Praparat A die 
Asparaginséure gar nicht zu desaminieren vermag. 

2. Dagegen wird dem Autolysat oder dem Trockenpraparat B 
das Vermoégen zuteil, das Ammoniak des einen Amid-N aus dem 
Asparagin zu mehr als 100% abzuspalten, und zwar konnen die 
beiden Praparate und auch das Porzellankerzen-Filtrat des Gesamt- 
autolysats die Asparaginsdure deutlich desaminieren. Das Porzel- 
lankerzen-Filtrat (Shoofuu SB 1-V) des Gesamt-Autolysats zeigt 
die gleiche Aktivitat wie das Gesamt-Autolysat, indem die 
Ammoniakmenge ungefahr 130% betragt. 

Die giinstigste Wirkung des Trockenpraparats B auf Aspara- 
gin tritt bei Pu 6,6-7,0 auf, und die optimale Reaktion der 
Asparaginsdure-Spaltung durch das zentrifugierte Autolysat liegt 
bei Pu 7,0-8,0. 

Merkwiirdigerweise widerstehen das Gesamt-Autolysat und 
das Trockenpraparat B (autolysiert und zentrifugiert) der Hitze- 
wirkung von 70°-80°C (30 Min.) und ‘das letztere erwies sich noch 
aktiv auf Asparagin besonders bei der lingeren Digestion, obwohl 
es 60 Minuten lang auf Siedehitze gehalten wurde, wahrend das 
erstere dadurch ganzlich inaktiviert wurde. Die Asparaginsdure- 
Desaminase (Aspartase im weiteren Sinne) des Autolysats scheint 
durch Hitze von 60°C (380 Min.) grdésstenteils verloren zu gehen, 
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obwohl eine geringe Ammoniakbildung nach 72stiindiger Digestion 
zur Beobachtung kam. Dieses starke Gesamt-Autolysat ist auch 
imstande Glutaminsiure, Tyrosin und Leucin, wenn auch nur in 
schwachem Grad, zu desaminieren, wihrend das Trockenpriparat 
A ohne Wirkung darauf bleibt. 

Aus dem Digestat-System mit Gartner-Autolysat, Fumar- 
saure-NH,C] und Pufferlésung wurde die Asparaginsdure isoliert, 
und man kann hier woh] auf die Asparaginsaéure-Synthese durch 
Gartner-Autolysat schliessen und an die Reversibilitat der 
Gartner-Aspartase erinnern. 

3. Durch das Autolysat und das Trockenpraparat B wurden 
deutlich das Acetamid, Benzamid und auch viel sehwiacher das 
Phenylessigsaureamid desamidiert, gar nicht aber dureh das 
Trockenpraparat A. Die optimale Reaktion der Acetamidase- 
Wirkung des Troekenpraparats B liegt bei 7,5-8,0 (am starksten 
bei Pu 7,8) und diejenige der Benzamidase bei Pu 7,0-8,0 (am 
starksten bei Pu 7,5). Dem Autolysat widerstehen Salicylamid, 
Guanidin und Kreatin. Diese Tatsache lasst vermuten, dass die 
Amidasespezifitat von der Struktur der Saure bedingt. ist. 

Ferner sei hier angefiihrt, dass durch Einwirkung des 
Gartner-Autolysats eine starke Ammoniakbildung im Digestat 
mit Casein, Gelatine oder Pepton-Witte besonders bei Pu 7,5 zur 
Beobachtung kam, wahrend man keine Ammoniakentwicklung aus 
‘Leucylglycin oder Leueyldiglycin durch Autolysat-Wirkung fest- 
stellen konnte. 

Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle herzlichst 
gedankt fiir die Gewahrung einer Untersttitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prof. Dr. S. Utzino: 
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.. VERSUCHSTEILE. 


Versuch I. Géartner-Asparaginase und Acylamidase. 


TABELLE I, 

Wirkung des Pulver-Autolysats des Trockenpraparats A von Salmonella 

entertidis Gartner auf Asparagin. 

Enzym (Trockenpraparat A): Die aus der Agar-Platten-Kultur (1 Tag) 
gesammelten Bakterienleiber von Salmonella enteritidis Gartner wurden mit 
der dreifachen Volummenge Aceton gut zermahlen, zentrifugiert und noch 
zweimal diese entwissernde Prozedur wiederholt. Darauf hat man das ent- 
wisserte Bakterienpulver mit Ather umgeriihrt, abgesaugt und nach Verjagen 
des grossten Teils des Athers mittels Fons, im Vakuumexsikkator iiber 
Schwefelsdure getrocknet. Dies Trockenpraparat A entspricht demjenigen in 
‘Tabelle I—a der ersten Mitteilung (1941) dieser Arbeit. 

Zur Bereitung des Pulver-Autolysats wurde das getrocknete Pulverpraparat 
von Salmonella enteritidis Girtneri in 1000 Volumteilen Wasser suspendiert, 
unter Toluol bei 37°C wahrend 30 Minuten autolysiert und dann zentrifugiert. 
Die obere Fliissigkeit wurde als Enzym angewendet. 

Versuchsansatz: 2cem 0,1%igen Bakterienpulver- Cae ecm 0,1 
Mol-Asparaginlésung+10cem Pufferlésung+Toluol; digeriert bei 37°C 24 
Stunden lang. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Asparagin, einerseits oder 
mit Asparagin-Puffer ohne Enzym andererseits. Bei der Digestion im Brut- 
schrank wurde das Versuchs-Gefiiss mit der S&aure-Vorlage mittels Glas- 
Gummirohrs verbunden, um das entweichende Ammoniak mit der Sdure zu 
verbinden. 

Das abgespaltene Ammoniak im Gesamt-Digestat wurde nach Folin in 
0,02 n-Schwefelsdure iiberdestilliert. Zur Kontrolle wurde vorher bestatigt, 
dass keine Ammoniakabspaltung aus Asparagin durch Pufferwirkumg allein 
bei 37°C (24 Stunden) stattfindet. Die Kontrollwerte des Siureverbrauchs 
wurden von den Werten des Hauptversuchs abgezogen und die kontrollierten 
Werte des Saureverbrauchs in der Tabelle angegeben. 

In den Tabellen wurde der Si&ureverbrauch (ecm) im Prozentsatz des 
einen Amidstickstoffs im Asparaginmolekiil angegeben. 


Pu |Saureverbrauch (ccm 0,02 n-H»SO.) | Spaltung (in % des einen Amid-N) 


6,0 4,40 88,0 
7,0 4,45 89,0 
7,5 4,62 92,4 


a aaa Es es et 
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TABELLE II. 

Optimal-pH der Asparaginspaltung durch die Suspension des 
Trockenpraiparats B von Salmonella enteritidis Gartner 
(Gartner-Asparaginase). 

Enzym (Trockenpraparat B): Hier wurde 2%ige wiissrige Suspension des 
Gartner-Pulvers B untersucht, das nach dem Aceton-Ather-Verfahren durch 
Dekantation des Acetons méglichst schnell getrocknet wurde, wie es schon in 
der ersten Mitteilung dieser Arbeit (1941) beschrieben wurde. 

Versuchsansatz: 1 ccm 2% Pulversuspension B+1 ecm 0,1 Mol-Asparagin- 
losung+10cem Phosphatgemisch von verschiedenen PuH-Werten-+ Toluol; 
digeriert bei 37°C 5 Stunden lang. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Aspara- 
gin. Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierten Werte des Siure- 
verbrauchs in den Hauptversuchen sind in der Tabelle angegeben. 


Pu |Saureverbrauch (cem 0,02 n-HsSO.)| Spaltung (in % des einen Amid-N) 
5,0 4,60 92,0 
6,0 5,80 116,0 
6,6 {fn itiss 143,0 
7,0 7,60 152,0 
ED 6,40 128,0 
8,0 6,10 122,0 
8,5 5,25 105,0 
9,0 4,50“ 90,0 


TABELLE III.: 
Hitzebestandigkeit des Gesamt-Autolysats und des Suspension-Autolysats B, 


Enzym: In diesen Versuchen wurden 4g des in Tabelle II angegebenen 
Gartner-Pulvers B (Trockenpraparat B) in 100 eem Wasser suspendiert, unter 
Toluol bei 37°C 30 Minuten lang autolysiert dann abzentrifugiert. Anderer- 
seits hat man die frischen Bakterienleiber mit der 5fachen Volummenge Wasser 
unter Toluol bei 37°C 48 Stunden lang autolysiert. Das Gesamt-Autolysat kam 
zur Anwendung. 

Versuchsansatz: 3c¢cm entweder 4%iges zentrifugiertes Pulver B-Autolysat 
oder Gesamt-Autolysat der frischen Bakterienleiber, die vorher bei einer 
bestimmten Temperatur bei Pu 7,5 30 Minuten (od. 1 Std.) lang erhitzt 
wurden, hat man mit 5cem 0,1 Mol-Asparaginlésung und 10 cem Pufferlosung 
(PH=7,5) vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. Zur Kontrolle 
wurde Enzym-Puffer ohne Asparagin digeriert. 

Sofort darauf hat man dann 24 und 72 Stunden nach dem Versuchsbeginn 
die Ammoniakabspaltung in 3cem Digestat mit 0,02 n-H2SO. nach Folin 
bestimmt. Der Leerwert fiir Enzym wurde von dem des Hauptversuchs ab- 
gezogen und die korrigierten Werte des ‘Siiureverbrauchs in der Tabelle 


angegeben. 
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Siureverbrauch in 3 cem 
Bade- Hitzedauer (0,02 n-HeSOx.) 
Temperatur | (Minuten) 
24 Std. 72 Std. 
nicht erhitzt 3,80 (91,6%) | 5,30 (127,7%) 
Zentrifugierte C . ; = 
Autolysatfltissig- 80 30 2,90 (69,7%) | 3,45 (82,9%) 
keit des getrockneten 100° 30’ 2,70 (65,1%) | 3:15 (75,7%) 
Bakterienpulvers B 100° 60’ 0,40 (9,6%) | 1,60 (38,5%) 
nicht erhitzt 5,30 (127,7%) | 5,50 (132,5%) 
50° 30’ 5,20 (125,8%) | 5,30 (127,7%) 
60° 30’ 3,90 (94,0%) | 3,90 (940%) 
Gesamt-Autolysat der: ° , 
frischen Bakterien 70° 4, 30" | 3:90 (040%) | 3,00. (94.0%) 
80° 30’ 0,30 (7,2%) | 2,50 (60,2%) 
100° =| 830° 0,20 (4,8%) | 1,30 (31,1%) 
100° 60’ 0 0 


TABELLE IV. 
Asparaginspaltung durch das Autolysat von Salmonella enteritidis Gartner 
und das Shoofuu-Porzellankerzenfiltrat (SB 1-V) desselben. 


Enzym: 1 Teil frischer Salmonella-Bakterien wurde mit der 5fachen 
Volummenge Wasser unter Toluol bei 37°C 48 Stunden lang wie in Tabelle III 
autolysiert und das Gesamt-Autolysat als Enzym bei a) gebraucht. Das 
Gesamt-Autolysat wurde durch das Shoofuu-Porzellankerzen-Filter (SB 1-V) 
abfiltriert und das Filtrat als Enzym bei b) verwendet. 

Versuchsansatz: 3ccm Autolysat oder Porzellankerzen-Filtrat+5 cem 0,1 
Mol-Asparaginl6sung+10cem Pufferlésung (PH=7,5)+Toluol; digeriert bei 
3h. 

Bei der Digestion im Brutschrank wurde das Versuch-Gefiiss mit der Sdure- 
Vorlage mittels Glas-Gummirohrs verbunden, um das entweichende Ammoniak 
mit der Sadure zu verbinden. 


Saureverbrauch in 3.ccm Digestat (ccm 0,02 n-HeSO.) 


b) Filtrat des 


a) Gesamt-Autotysat Gesnint-Antolysats 


24 Std. 5,40 (130,1%) 5,40 (130,1%) 
72 Std. 5,86 (140,0%) 5,45 (131,1%) 
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TABELLE V. 
Acylamidasewirkung des Autolysats und der Pulversuspension von Salmonella 
enteritidis Gadrtneri. (Gartner-Amidase). 

Enzym: Das Gartner-Autolysat (1:5) wurde wie in Tabelle III bereitet. 
Die Pulver-Suspension A und B enthalt 4g Girtner-Pulver (Tabelle I und I1) 
in 100 cem Wasser, 

Versuchsansatz: 3cem Autolysat oder 3cem 4% Pulversuspension+4 cem 
0,1 Mol-Acetamid, Benzamid oder 100mg Phenylessigsiureamid, Salicylamid, 
Guanidin-HCl, Kreatin +10 eem Phosphatgemisch (PH=7,5) + Toluol; digeriert 
bei 37°C 72 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Amidloésung. 

Ammoniakbestimmung nach Folin mittels 0,02 mn-Schwefelsiiure. Die 
Kontrollwerte wurden von deh Werten des Hauptversuchs abgezogen und die 
Korrigierten Werte sind in der Tabelle angegeben. 


Sdureverbrauch (eem 0,02 n-H2SO,) 
Substrat | Renee } PAR, 
Autolysat ty weraaa T peek emo eras 

Acetamid 18,60 93,0% 17,20 86,0% 0 
Benzamid 6,60 33,0% 1,50 7,5% 0 
Phenylessigsiureamid 1,45 3,9% 1,20 3,2% (0) 
Salicylamid 0 — — 0 
Guanidin-HCl 0 — 0 _ 0 
Kreatin 0 — 0 as 0 


TABELLE VI. 
Optimal-pH der Acctamidspaltung (Acetamidase) durch die wissrige 
Suspension des Gartner-Pulvers B. 

Enzym: Hier kam 2%ige Pulver-Suspension B in Wasser zur Anwendung. 

Versuchsansatz: lecm 2% Pulversuspension+1eem 0,1 Mol-Acetamid- 
ldsung +10 eem Phosphatgemisch+ Toluol; digeriert bei 37°C 5 Stunden lang. 

Kontrolle mit. Enzym-Puffer ohne Acetamid. 

Ammoniakbestimmung nach Folin. 

Die Werte in der Tabelle sind korrigiert. 


Saureverbrauch ‘ 
= (eem 0,02 n-H»SO:) Spaltung 7o 
6,0 0 = 
6,6 0,85 17,0 
7,0 1,00 20,0 
7,5 1,10 22,0 
7,8 1,20 24,0 
8,0 1,15 23,0 
8,5 0,30 6,0 
9,0 0,20 4,0 
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TABELLE VII. 
Optimal-pH der Benzamidspaltung (Benzamidase) durch die wiassrige 
Suspension des Gairtner-Pulvers B. 

Versuchsansatz: 1lecm 2% Pulversuspension B wie in Tabelle VI+3 ccm 
0,1 Mol-Benzamidlésung +10 ccm Phosphatgemisch+Toluol; digeriert 37°C 24, 
Stunden. 

Kontrolle wie in Tabelle VI. 

Die korrigierten Werte des Saéureverbrauchs sind tabellarisch angegeben. 


7 


pal) anes | ee 
6,0 0,15 ‘ 1,0 
6,6 0,20 1,3 
7,0 0,25 1,6 
7,5 0,35 2,3 
8,0 0,20 1,3 
8.5 0,10 0,6 
9,0 0 - 


Versuch II. Géartner-Aspartase und -Carbaminase. 


TABELLE VIII. 
Asparaginsiurespaltung (Aspartase) durch Pulver-Suspension A und B 
und sowie durch Filtrat des Autolysats von Salmonella 
enteritidis Gartneri. 
Enzym: Die von den Plattenagar (1 Tag) gesammelte Bakterienmasse 
wurde nach dem Aceton-Ather-Verfahren durch Zentrifugieren wie in Versuch I 


entwassert, pulverisiert und in einem Vakuumexsikkator iiber Schwefelsdiure - 


getrocknet. Bei dem Versuche wurden 4g Pulver in 100 cem Glycerinwasser 
(1:1) suspendiert (Pulversuspension A). Anderseits wurden die aus der 
Agarplatten-Kultur (1 Tag) gewonnenen Bakterienleiber méglichst schnell mit 
Aceton 3mal gut zerrieben, von Aceton dekantiert und die entwisserten 
Bakterienleiber mit Ather behandelt und dann abgesaugt. 

Nach Verjagen des anhaftenden Athers mittels Féns wurden die Pulver 
im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdure getrocknet. Zur Anwendung kam 
4% ige Pulversuspension im Wasser (Pulversuspension B). 

Durch das Shoofuu-Porzellankerzen-Filter (SB 1-V) wurde das Autolysat 
der frischen Bakterien abfiltriert, das in der Weise wie in Tabelle III oder 
IV angegeben aus 1 Teil frischer Bakterienleiber und 5 Teilen Wasser bereitet 
wurde. Je 3ccm Pulver-Suspension oder Porzellankerzen-Filtrat des Gesamt- 
Autolysats wurden in den Versuchen als Enzym gepriift. 
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Versuchsansatz: 8ceem 4%iger Pulversuspension A oder B oder 3cem 


Porzellankerzen-Filtrat des Gesamt-Autolysats wie in Tabelle IV-+5eccem 0,1 
Mol-Asparaginsdurelésung +10 cem 1/15 Mol-Phosphatpufferlésung yon Pu 7,5 
+Toluol; digeriert ‘bei 37°C. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. 
Ammoniakbestimmung in 3 eem Digestat nach Folin, ; 
des Saéureverbrauchs sind tabellarisch angegeben. 


Die korrigierten Werte 


Saureverbrauch in 3 cem Digestat (eem 0,02 n-H2S0:) 


Zeit (Std.) Pulversuspension A|Pulversuspension B|Filtrat des Autolysats 


24 0 1,90 (46,0%) 2,0 (48,2%) 

72 0 2,35 (59,9%) 2,1 (50,8%) 
3ccm Suspension A nochmals zugesetzt 

24 0 — = 

72 0 = = 


TABELLE IX. 
Optimal-pH von Asparaginsdurespaltung durch Gartner-Autolysat 
(Gartner-Aspartase). 

Enzym: Die auf Plattenagar (1 Tag) gesammelte frische Bakterienmasse 
wurde in der 5fachen Volummenge Wasser aufgenommen und unter Toluol bei 
37°C 2 Tage lang wie in Tabelle III oder IV digeriert, dann abzentrifugiert. 
Hier kam die abzentrifugierte Autolysatfltissigkeit als Enzym zur Anwendung, 

Versuchsansatz: 1eem abzentrifugierten Autolysats+1ecem 1/10 Mol- 
Asparaginsaiurel6sung+10cem 1/15 Mol-Phosphatpufferlésung von _ yer- 
schiedenen Pu-Werten; digeriert bei 37°C 24 Std. lang. Kontrolle mit Enzym- 
Puffer ohne Asparaginsaure. 

Die Werte in der Tabelle sind korrigiert. 


Siureverbrauch in 12 cem (cem 0,02 n-H2SO:) 


Pu eem 0,02 n-SO:.He Spaltung % 
6,0 3,60 72,0 
7,0 3,90 78,0 
T3 3,95 79,0 

8,0 3,90 78,0 
9,0 ; Bt) 65,0 
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TABELLE X. 
Hitzeinaktivierung der Gartner-Asparatase im Gesamt-Autolysat. 


3 cem Gesamt-Autolysat, das wie in Tabelle III bereitet wurde, hat man bei 
einer bestimmten Temperatur bei Pu 7,5 wihrend 30 Minuten lang erhitzt, 
dann mit 5cem 0,1 Mol-Asparaginsiurelésung und 10 cem 1/15 Mol-Phosphat- 
gemischlésung (PH=7,5) vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. 
Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Sofort wurde dann 24 und 72 
Stunden nach dem Versuchsbeginn die Ammoniakzunahme nach Folin in 3 ccm 
bestimmt. Die korrigierten Werte sind tabellarisch angegeben. 


Siureverbrauch in 3 cem (eem 0,02 n-SOsHe2) 


tau,” Zeit (Sta) 
Bada 24 72 
Temperatur ~~__ 
nicht erhitzt 2,10 (50,6%) 2,10 (50,6%) 
60° 0 0,50 (12,0%) 
70° 0 0,40 (9,6%) 
80° 0 0,40 (9,6%) 


TABELLE XI. 
Wirkung des Autolysats und der Pulversuspension A von Salmonella 
enteritidis Gartnerti auf Aminosduren. 

Versuchsansatz: 3c¢cm Gesamt-Autolysat (1:5) wie in Tabelle III oder 
3cem 4% Pulversuspension (wie in Tabelle I) +100 mg Aminosiure +10 cem 
Phosphatgemisch von Pu 7,0+Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. 

Kontrolle. mit Enzym-Puffer ohne Aminosaéuren. Ammoniakbestimmung 
nach Folin im Gesamt-Digestat. 

Die Kontrollwerte hat man von den Hauptwerten abgezogen und diese 
korrigierten Werte in der Tabelle angegeben. 


Saureverbrauch (cem 0,02 n-HsSO,) 


Substrat Gesamt-Autolysat Pulversuspension A 


ecm 0,02 n-HeSO, % ecm 0,02 n-H»SOx % 
1(-+ )Glutaminsiure 1,00 6,0 0 0 
Glykokoll 0 0 0 0 
1( — ) Leucin 0,35 0,9 0 0 
1(— ) Tyrosin 0,50 2,0 (0) 0 
1(—) Phenylalanin 0 0 0 0 
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TABELLE XII-a. 

Ammoniakabspaltung aus Proteinen oder Pepton (Witte) 
durch Géartner-Autolysat. 
Versuchsansatz: 2 ccm Gesamt-Autolysat (wie in Tabelle IIT) und 10 ecm 
2%iger Substratlésung wurden mit 10 ccm Phosphatpufferlésung bei ver- 
schiedenen Pu-Werten eingestellt und unter Toluol bei 37°C 48 Stunden lang 
digeriert. Die Bestimmung des im Digestat gebildeten Ammoniaks wurde nach 
Folin ausgefiihrt. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Die Kontrollwerte des Siure- 
verbrauchs sind von den Werten des Hauptversuchs abgezogen und die kontrol- 
lierten Werte des Saiureverbrauchs in der Tabelle angegeben. 


Siiureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO,;) 


——Z 
ee 
APG Bere) 6,0 7,0 7,5 8,0 9,0 
Casein (Hammarsten ) 1,95 4,30 5,45 5,10 3,65 
Gelatine K 0 2,35 4,70 3,80 2,60 
Witte-Pepton 3,40 4,40 - 4,95 3,90 3,00 


TABELLE XII-b. 
Ammoniakabspaltung aus Proteinen oder Pepton (Witte) 
durch Gdrtner-Autolysat. 
Versuchsansatz: 5cem Gesamt-Autolysat+10cem 2%iger Substratlosung 
+10 eem Phosphatpufferlésung von Pu 7,5+Toluol; digeriert bei 37°C, 
Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung im 
Digestat nach Folin. Die korrigierten Werte sind in der Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-HeSO.) 


Zeit (Std.) Casein Gelatine Witte-Pepton 
8 3,00 0,60 2,35 
24 7,70 3,40 6,90 
72 9,385 4,90 ; 7,00 
120 9,80 5,50 7,90 


TaBELLE XIII, 
Amidasewirkung von Salmonella enteritidis Gartner auf Dipeptid 
und Tripeptid. 
Versuchsansatz: 3cem Gesamt-Autolysat oder 3cecm 4%iger Pulver- 
suspension B (wie in Tabelle TI) +20 cem 0,05 Mol-di-Leucylglycin-Pufferlosung 
oder d,l-Leucylglycylglycin-Pufferlésung von Pu 7,5+Toluol; digeriert bei 37°C 


3 Tage lang. 
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Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat . 

Ammoniakbestimmung in Gesamt-Digestat nach Folin. 

Die Leerwerte fiir Enzym wurden von denen des Hauptversuchs abgoxeses 
und die korrigierten Werte in der Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H280:) 


Substrat 
Autolysat Trockenpraparat B 
dl-Leucylglycin 0 
dl-Leucylglycylglycin 0 0 


Versuch Ill. Asparaginséiure-Synthese aus Fumarsaure 
und Ammoniumchlorid durch das 
Gartner-Autolysat. 


Hier wurde das Autolysat verwendet, das nach 48stiindiger 
Aufbewahrung von 1 Teil Gairtner-Bakterien in 5fachen Volum- 
teilen Wasser unter Toluol bei 37°C zentrifugiert wurde, und die 
Synthese der Asparaginsdure wurde nach der Vorschrift von 
Quastel (1926) in einer Loésung von folgender Zusammensetzung 
ausgefihrt : 

3,0 ¢ Fumarsiure (mit Natronlauge neutralisiert). 
6,0 ¢ NH.Cl 
25 ¢em Autolysat 
100 ecm M/15 Phosphatpufferlésung (PH 7,6) 
Unter Zusatz von Toluol wurde das Gemisch bei PH 7,6 5 Tage 


lang im Brutschrank (37°C) aufbewahrt. 

Nach fiinftagiger Digestion wurde das Legltonseamicgh ab- 
filtriert, auf dem Wasserbade eingeengt und wieder filtriert. 

Das Filtrat wurde mit heiss gesattigter Kupfersulfatlésung 
(ca. 30 cem) versetzt, auf dem Wasserbade 60 Minuten lang ab- 
gedampft dann abiiltriert. Nach 3tagiger Aufbewahrung in der 
Eiskammer wurde die Ausscheidung abgesaugt. Das Kupfer- 
aspartat wurde in Wasser suspendiert und durch H.S zerlegt. 
Beim Einengen der von Kupfersulfid abfiltrierten Losung schieden 
sich Asparaginsdurekrystalle aus, die abgesaugt und analysiert 
wurden. Ausbeute 0,6 ¢. 


Analyse: 94,0 mg Subst. (getr. in Vak.): 6,73 ccm 0,1 n-H2SO, (Kjeldahl) 
Ber. f. CsH;O.N (183,064) N 10,53%. 
Gef. N 10,03%. 
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The search of the reactions of sugars with amino acids has 
not. only proved of biochemical interest, but has also long occupied 
the attention of those concerned in the understanding of the re- 
actions between carbonyl compounds and amines in general. The 
volume of work done on the problem is very considerable. When 
the available literature is summed up, the first step of the reaction 
under mild conditions seems to be a reversible reaction between 
earbonyl group and amine.. The product is labile, usually in- 
separable and easily disintegrated into its components in acidi¢ 
media. With the increase of temperature, alkalinity or time, the 
product may further undergo complicated irreversible reactions, 
yielding numerous products of complex nature among which the 
well-known melanoidines are the final products. 

The velocity of the reaction of aldosugar with amino -acid is 
greatly influenced by the hydrogen-ion concentration of the 
medium. Though the reaction may be of a different character 
at higher alkalinity, it has been confirmed by many investigators 
that the velocity of the reaction increases with the rise of the 
alkalinity of the medium. To interprete this accelerating effect 
of higher alkalinity, Euler and Josephson (1926), and Euler 
and Brunius(1928) postulated that the equilibrium between the 
ordinary lactal form of sugar and the aldehyde form might be 
shifted, as the alkalinity increases, to the direction of the latter 
form which reacts with amino acid. The possibility of condensa- 
tion between the glycosidic hydroxyl group of sugar and the 
amino group of amino acid cannot however be entirely excluded. 
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Frankel and Katchalsky (1937). stated that there existed an 
optimum hydrogen-ion concentration at pH 7-8 for the reaction of 
amino acid with sugar, but it was later proved to be erroneous by 
Shiga(1938), and Balson and Lawson(1938). Waldschmidt- 
Leitz and Rauchalles (1928) pointed out that the condensation 
of peptides with glucose occurred optimal at pH 8. This was 
confirmed by Shiga (1937) who found further that the values 
of optimum shifted to the more alkaline side as the time elapsed. 
Kobayasi (1938) found that the velocity of the reaction of 
elyoxals with amino acids and with amines was the highest at pH 8. 
The zwitter ion hypothesis of amino acid is also reasonably attrac- 
tive for the explanation of the reaction, that is, the isoelectric 
form of amino acid might be converted into the alkali-form which 
reacts with sugar at its free amino group. However, at present 
the elucidation of the underlying mechanism of the reaction of 
sugar with amino acid has never been achieved much less the ex- 
planation for the existence of pH-optima in the case of peptides. 

With the object of advancing our knowledge in this direction, 
the present investigation was begun with the experiments to 
establish the relationship between the reaction velocity and the 
chemical structure of reacting components (sugars and amino 
acids). Also the writer carried out the experiments in which the 
reacting components were gradually simplified to aliphatic al- 
dehydes and amines of low molecular weights. Thus the reactions 
of amino acids with simple aldehydes, of simple amines with sugars, 
and finally of amines with aldehydes were studied. 


EXPERIMENTAL. 
Material and method. 


The samples of sugars, amino acids, aldehydes and amines 
used in the experiments were of the purest quality available. The 
sugar preparations were put through recrystalisation from 80-90% 
ethylalcoholie solution, until the specifie rotation showed the re- 
quired values. Aldehydes were redistilled before the use. The 
purity of amino acids was determined by the contents of total and 
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amino nitrogen. The fluids to be tested were prepared by mixing 
the solutions of amino compounds and of carbonyl compounds with 
Mcllvaine’s phosphate buffer solutions. The detailed conditions of 
the experiments are listed in the corresponding tables. The 
hydrogen-ion concentration of the mixtures was within the range 
of pH 6.0 and 9.0. The temperature was 25°C. The reaction 
was followed by determining the decrease of either the amino group 
(the van Slyke method) or the aldehyde group (the Cajori 
method) of the reacting fluids. Huler, Brunius and Josephson 
(1926), and Euler and Brunius (l.c¢.) and others expressed 
doubts about the adequacy of the van Slyke method for the precise 
determination of the amino group in the mixture; the acidity of 
the van Slyke reagent might be strong enough to cause more or 
less the subsequent decomposition of the sugar-amino acid com- 
plexes, Also the amino-nitrogen liberated from certain amino 
acid, such as glycine, cannot be measured quantitatively and has 
been regarded as a weak point of the van Slyke method. Never- 
theless, the method is the best one available for the present purpose. 
The doubts of Euler, Brunius and Josephson (l.¢.) regarding 
the accuracy of the van Sly ke-method were not: convincingly dis- 
pelled by their own experiments. The present writer followed the 
reaction of amino acids with glucose by simultaneous determina- 
tion of the decrease of amino and aldehyde groups. Glycine and 
f-alaniné were chosen as amino acids because of their greater re- 
activity toward glucose. Equal parts of 0.3 mol amino acid solu- 
tions, 0.3 mol glucose solution and pH 9.0 Mellvaine’s phosphate 
buffer solution were mixed at 25°C, and the amino and aldehyde 
groupes were determined at intervals by the van Slyke and 
Cajori methods. Due to the inhibitory effect of the acidity of 
the van Slyke reagent and the accelerating effect of the alkalinity 
of the Cajori reagent, a noticeable discrepancy was expected in 
the results obtained by these methods. As shown in Table I, the 
velocity of the reaction was always slower when it was determined 
by the van Slyke method, but the difference was such that the 
availability of the van Slyke method was not much reduced. 
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TABLE I, 
Comparison of the van Slyke and Cajort Method. 
1 part 0.3 mol glycine or B-alanine+1 part 0.3 mol 
glucose +1 part pH 9.0 MclIlvaine’s buffer. T. 25°C. 


Glycine B-Alanine 
Time of 
incubation Decrease of Decrease of Decrease of Decrease of 
(hrs.) amino acid(%)| glucose(%) |amino acid(%) glucose (%) 
pit (van Slyke) (Cajori) (van Slyke) (Cajori) 
is 5.3 6.5 5.0 6.2 
3 DAY 13.6 10.4 12.0°4 
6 140 15.1 13.4 1553) 
24 17.4 19.2 18.6 20.6 


: 


I. Reaction of amino acids with glucose. 


The reactions obtained under the experimental conditions did 
not give rise to the liberation of carbon dioxide or ammonia, in- 
dicating that no profound reaction was yet induced. As has been 
often observed by many investigators, the reaction proceeded at a 
greater velocity and to a further extent with the increase of the 
alkalinity of the medium. The hydrogen-ion concentration of the 
mixtures was always shifted slightly to the acidie side during the 
reaction. This shift of hydrogen-ion concentration may, at. least 
partly, account for the slowing down of the velocity of the reaction 
and the establishment of the equilibrium at rather an early stage 
of the reaction where the amount of the condensation product was 
still small. The equilibrium once established was easily disturbed 
by the addition of either of the reacting components, but later a 
further reaction started, until a new equilibrium was obtained. 
By repeating the addition of amino acid or sugar the equilibria 
were again and again broken and re-established, and thus by re- 
petition it was possible to keep the reaction on. An example of 
such experiments is shown in Fig. 1, representing the successive 
addition of amino acid. Accelerating effect of the addition of the 
components became smaller as the addition was repeated. 

The main interest was here focused on the examination of the 
influence of the structure of amino acid on the reaction velocity 
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Fig. 1. Disturbance of Equilibrium by Adding Amino Acid. 


=) 


+ Alanine 
/ 


_ 
i=) 


1 Solution + Alanine 
ye 

20 ; + Alanine 

Ll Solution 

30 ITI Solution 

IV Solution 


024 8 242.4 .8 24 2.4-..8 2424 8 24 
(48) (72 : (96) 
Time (hrs. ) 


Decrease of glucose (%) 


TSolution: 20 ce. 1.0 mol a-alanine +20 ce. 0.3 mol d-glucose +20 ce. pH 8.0 
Mellvaine’s phosphate buffer. 25°C. 24hrs. Concentration 
of alanine: 0.333 mol. 

Il Solution: 45 ee. I solution+5 ce. 2.0 mol alanine. 25°C. 24hrs. Cone. of 
alanine: 0.5 mol. 
ITI Solution: 27 ce. IL solution+3 ce. 2.0mol alanine. 25°C. 24hrs. Cone. 
of alanine: 0.630 mol. 
IV Solution: 18 ce. III solution+2 ee. 2.0 mol alanine. 25°C. 24hrs. Cone. 
of alanine: 0.767 mol. 


The reaction was followed by determining the quantity of glucose. 


with sugar. Only the glucose was used to avoid the complexity 
of the reactions. The amino acids used were glycine, alanine, 
aminobutyric acid, leucine, phenylalanine, histidine, aspartic 
acid and glutamic acid. The summary of the data is presented 
in Table II. The decrease of the amino group of each amino acid 
took place at its own rate. The most striking fact is, however, 
that all the monoamino-monocarboxylic acids, except glycine, 
condensed with glucose at strictly the same velocity without distine- 
‘tion of the length of the carbon chain and of the presence 
of homo- or hetero-cyclic nucleus in the molecules of the acids. 
In spite of being one of monoamino-monoecarboxylic acid, glycine 
reacted with glucose at distinctly higher velocity, and the equili- 
brium was attained sooner than that of other acids of the same 
class. Owing to this exceptional behavior, glycine cannot be con- 
sidered as a very suitable amino acid for the study of the present 
problem, though the acid has been most frequently employed in 
the past. Dicarboxylie acids reacted with glucose definitely much 
slower than monocarboxylic acids, and the velocity was lower in 
aspartic acid than in glutamie acid. These findings led to the 
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TABLE II. 


Reaction of a-Amino Acids with Glucose. 
1 part 0.075 mol amino acids (neutralized) +1 part 3.0 mol 
glucose+1 part Mellvaine’s phosphate buffer. TT. 25°C. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of amino acid (%) 
Amino acid incubation 
(hrs. ) pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 

0.5 2.3 3.5 6.3 8.0 

i 3.9 5.8 to 13.4 

2 5.9 8.0 16.2 21.8 

eit are 4 6.5 9.2 17.6 25.4 
6 6.7 9.4 18.4 27.6 

24 6.7 9.4 18.5 29.5 

0.5 1.2 2.1 2.6 

lL 2.6 3.8 4.2 

Gia 2 4.8 6.0 74 
leucine, phenyl- 4 7.9 9.2 11.6 
alanine, histidine 6 10.6 11.7 14.9 
24 13.4 14.3 19.1 

05 1.0 1.8 2.1 

if 2.0 3.4 3.5 

2 3.3 5.0 6.4 

Glutamic acid 4 54 83 9.9 
6 6.6 9.8 12.4 

24 8.3 12.3 16.4 

Ono 0.9 1.6 1.6 

il wey Bell 2.8 

2 2.8 4.0 5.2 

Aspartic acid 4 4 6.3 85 
6 5.8 7.2 11.4 

24 eal 8.6 14.3 


assumption that the carboxyl group might exert an inhibitory effect 
on the reaction. It is, then, easy to understand why the reaction 
takes place with greater difficulty in dicarboxylic acids than in 
monocarboxylic acids, and why the inhibitory effect of the second 
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carboxyl group is more profound in aspartic acid than in glutamie 
acid, the distance between the second carboxyl group and the amino 
group is shorter in the former acid. Kobayasi (l.c.) observed 
the similar inhibitory effect of the carboxyl group on the reactions 
of amino acids with glyoxals. 


TABLE ITI. 


Reaction of B-Amino Acid with Glucose. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of alanine (%) 
Amino acid incubation a = cd 
(hrs. ) pH 7.0 pt 8.0 pH 9.0 
0.5 1.8 3.1 4.2 
1 3.5 Dal or, 
6-Alanine 4 5.1 9.5 16.0 
4 8.4 13.2 21.9 
6 10.1 16.2 26.0 
24 14.7 24.2 303 


The velocity of a-alanine is shown in Table II. The results obtained with 
a-and 6-aminobutyrie acids were practically identical with those of alanines. 


To give experimental basis to this working hypothesis the 
reactions of a- and f-modifications of alanine and aminobutyric 
acid were compared. The /-modifications were expected, as judged 
from the greater distance between the amino and the carboxyl 
group, to combine with glucose more rapidly than the a-modifica- 
tions, and this was proved to be he case (Table III). The dif- 
ference was more marked at higher alkalinity. Optically isomeric 
amino acids, that is d-, l- and dl-alanines, showed no difference 
in the velocity of the reaction. The hypothesis was further verified 
by the following experiments. Dipeptides were expected to have 
a more beneficial structure for the reaction than amino acids, since 
the amino and carboxyl group of the dipeptides are separated by 
a peptide binding. It is shown in Table IV that glycylglycine, 
glyeylleucine and leucylglycine condensed with glucose at greater 
velocities than glycine or leucine. There was no difference between 
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TABLE IV. 


Reaction of Dipeptides with Glucose. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of amino nitrogen (%) 
Amino compounds incubation 

(hrs. ) pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 

A 14.1 19.1 8.0 

2 20.9 30.8 13.5 

Glycylglycine 4 33.1 42.5 21.5 
6 39.3 49.7 26.4 

24 40.9 61.4 50.7 

i 13.6 18.5 7.8 

2%: 19.8 29.8 12.7 

Glyeylleucine 4 32.0 41.0 20.2 
6 38.0 48.6 25.1 

ae 40.5 61.3 49.4 

t EL2 14.3 5.0 

2 18.0 22.9 8.9 

Leucylglycine 4 26.7 24.4 16.0 
6 31.9 41.5 21.1 

24 34.7 55.9 46.1 


The data should be compared with those of glycine and leucine in 
Table II. 


the reactivities of glyeylglycine and glycylleucine. However, gly- 
cylleucine reacted with a greater ease than leucylglycine. The 
exceptionally high reactivity of glycine toward glucose is recalled 
here. It is this anomalous property of glycine which is responsible 
for the higher reactivity of glycylleucine having a free amino 
group of glycine. The reaction of the dipeptides had its maximum 
at pH 8. The cause of this rather peculiar phenomenon. must 
be traced to the difference in the structure of peptide and amino 
acid. Then it is worthy of experimentation to demonstrate how 
the presence of a peptide linkage may influence the reaction. An 
approach to. the solution of this problem was achieved by the 
experiments in which alanine amide was brought to contact with 
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glucose. The anxiety that the amino group of the amide radical 
might react with glucose was relieved by the fact that acetamide 
did not condense with glucose. Fig. 2 shows that the amide 


Fig. 2. Reaction of Alanine Amide with Glucose. 
(Standard condition) 


Alanine amide + glucose 


Rtn Glycylglycine + glucose 


Decrease of amino-N (%) 
wo 
oO 
SY. 


60} Cia Soe 2s 
SE oe ee ee oe ee ee ee SS QO. ae 
70+ resye 
BOLL 4 : 
CTs 476 ~ 4 
Time (hrs. ) 


reacted with glucose more rapidly than alanine. The figure 
illustrates further that alanine amide had a pH-maximum at 8. 
The velocity at pH 9 was smaller in the earlier stage of the re- 
action than that at pH 7, but later it exceeded even that at pH 8. 
Thus, the courses of the curves bear an appearance very like those 
of dipeptides. The curves of glycylglycine are shown in the same 
figure for comparison. All these facts indicate that there is a 
close resemblance between peptides and amino acid amide. Under 
these circumstances it may be concluded by analogy that the pH- 
maximum originates in, the existence of a peptide linkage in the 
molecule. 

The conclusive support to the working hypothesis of the in- 
hibitory effect of the carboxyl group on the reaction was finally 
given by the following experiments. With the expectation that 
esters of amino acids might increase the velocity of the reaction 
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by losing the inhibiting carboxyl group. The reactivity of ethyl 
esters of glycine and alanine was compared with that of the corre- 
sponding free acids. The data in Table V show that the anticipa- 
tion was fully realized. Since higher alkalinity invites the risk 
of the hydrolysis of the esters, the reaction was performed at 
pH 7.0 and 8.0. 


TABLE V. 


Reaction of Ethylesters of Amino Acids with Glucose. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of amino-N (%) 
Ester incubation 
(hrs. ) pH 7.0 pH 8.0 
0.5 7.7 9.9 
1 14.4 15.9 
Glycine 2 17.5 22.1 
ethylester 4 19.5 25.9 
6 20.7 29.3 
24 2316 33.6 
0.5 2.8 3.6 
7.9 8.9 
Alanine 2 10.9 13.5 
ethylester 14.5 168 
16.4 18.9 
24 21.4 23.4 


The data should be compared with those of glycine and a-alanine | in 
Table II. ; 


The conclusion based on the results of the experiments 
mentioned in this chapter is that the carboxyl group of amino 
acid exerts an inhibitory effect on its reaction with sugar, and that 
the effect is greater as the distance between carboxyl and amino 
groups becomes shorter. 


II. Reaction of amines with sugars.  ‘ 


It will be assumed from the results of the experiments with 
esters of amino acids that simple amines might react with sugars 
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more easily than amino acids. It is revealed in Table VI that 
butylamine was actually more active than amino acids in its re- 
action with glucose. 


TABLE VI, 


Reaction of Butylamine with Glucose. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of butylamine (%) 
incubation 

(hrs. ) pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 

1 5.0 9.4 15.4 

2 9.1 16.0 24.2 

4 12.5 22.9 33.3 

6 14.8 27.1 37.9 

24 15.4 292 39.7 


There was no loss of butylamine by evaporation during the experiments. 


III. Reaction of sugars with alanine. 


It will be shown in this chapter the results of the experiments 
which were performed to study the influence of the chemical struc- 
ture of sugars on the condensation with amino acid. The sugars 
used were d-glucose, d-mannose, d-galactose, /-rhamnose, d-xylose, 
l-arabinose and dl-glyceraldehyde. Glycolaldehyde was also let 
to react with amino acid. Alanine was used as the representa- 


TABLE VII. 


Reaction of Sugars with Alanine. 
(Standard conditions, pH 8.0) 


Decrease of alanin (%) 


Time of 
ineuba- rere A ere 
tion Galac- | Rham- rabi- yeer- yeol- 
- (hrs. ) Glucose |Mannose tose nose xylose nose jaldehydejaldehyde 
q ° 
1 3.8 25 2.0 2.5 5.8 Esp i 9.9 
2 6.0 3.6 3.0 3.8 9.0 7.9 16.6 19.8 
4 “2 wo 4.5 6.0 13.2 11.5 24.4 29.8 
6 iv 7.0 5.6 7.0 15.9 14.3 29.2 36.6 
24 TAS Okara slitentSs0 LOL eau C-9 16.5 49.6 60.0 
PTE PN Ea 2 el Sc a i ed ea SESS 
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tive of amino acid. Of the data obtained those at pH 8 are listed 
in Table VII. The velocity of the reaction increased with the 
decrease of the molecular weights of the sugars, the velocity being 
slowest in hexose and highest in diose. Rhomnose, a methylpentose, : 
was similar to hexoses, as far as the reactivity was concerned. 
Among hexoses glucose was most reactive, followed by mannose 
and then by galactose. In the cases of pentoses, the velocity of 
the reaction was a little slower in arabinose than in xylose. The 
difference in reactivity of isomeric sugars seems to be, at least 
partly, due to the configurative dissimilarity. Hanaoka’s study 
(1940) on the acid hydrolysis of aniline-glycosides, which are the 
condensation products between glycosidic hydroxyl (not carbonyl!) 
and amino groups, may furnish some information about this 
assumption. He found that the sensitivity of the N-glycosides to- 
ward hydrolysis decreased in the order named: xyloside, arabino- 
side in pentosides; galactoside, mannoside, glucoside in hexosides. 
There is no other explanation for this difference in hydrolysa- 
bility than the assumption that the configuration of the sugars may 
influence the reaction. | 

Acetylation of glucose reduced the reactivity of the sugar. 
The acetylglucoses used were 2.3.4.6-tetracetyl glucose and 2.3.4.5.6- 
pentacetyl glucose. The former was prepared according to the 
Fischer and Hess method (1912) by treating acetobromoglucose 
with silver carbonate in aqueous acetone solution; m.p. 119°C. 
The latter was synthesized from glucose-ethylmercaptal by the 
Wolfrom method (1929); m.p. 116.5°C. Pentacetyl glucose was 
expected to present an interesting example of the reaction. If 
this acetyl glucose, which exists only in the free aldehyde form, 
would react with amino acid in the same way as the sugar of the 
lactal form, the hypothesis that the free aldehyde group of sugar 
participates in the reaction might be given an experimental support: 
The results of the experiments are shown in Table VIII. Since 
the acetyl groups are likely to be liberated in alkaline reaction, the 
experiments were carried out at hydrogen-ion concentrations below 
pH 8. The inhibitory effect was more profound with the increase 
of the number of the acetyl group. Excepting the lower velocity 
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TABLE VIII. 


1 


Reaction of Acetyl Glucoses with Glycine and with Its Ethylester. 


1 part 1.0 mol glycine or glycine ethylester+1 part 0.2 mol acetyl 


glucoses+1 part McTlvaine’s buffer. 


T. 25°C. The reaction was 


followed by determining the quantity of sugars with the Cajori 
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method. 
Time of Decrease of sugar (%) 
Acetyl glucose | Amino acid | incubation — = 
(hrs. ) pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0 
1 2.0 se Dea 
Glycine 2 3.5 5.2 7.4 
4 4.4 6.7 9.2 
Tetracetyl 6 4.4 6.7 9.4 
1 
rt ae 1 4.9 7.5 9.9 
Glycine 2 6.8 11.5 15.5 
gah seston 4 8.5 14.2 20.0 
6 9.0 15.5 21.5 
1 WEE 3.1 4.7 
& 1 
Glycine 2 3.1 4.7 6.5 
4 4.0 5.5 8.0 
i<¢ 
Pentacetyl 6 4.0 5.5 8.5 
Ehavese 1 4.0 6.5 en! 
Glycine 2 6.2 10.4 14.6 
ethylester 4 7.2 12.9 18.1 
6 14.2 19.8 


—— 


The data should be compared with those of glycine and its ester in 


Table II and V. 


of the reaction, the behavior of the acetyl sugars, especially of 
pentacetyl glucose, was similar in every respect to that of the free 
glucose. Thus the hypothesis stands now on a more plausible 


ground. 


IV. Reaction of aldehydes with alanine. 


Simple aldehydes of low molecular weights, e. i. acetaldehyde 
and propylaldehyde, reacted with alanine in an analogous way to 


a 
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Tasim IX, 
Reaction of Aldehydes with Alanine and wR XS Deter. 
(Standard conditions) 


} } 


| Tame of Decrease af amine-N (%) | 
Aldehyd Aumciad acid | Dace 
Aldehyde ming acid (ars) | pH GO| pHTO! pHSe PH QL . 
1 } a 99 | 2s 
2-4 az | ata | ass 
6nc in ; aS | Tr | seg 
6 / 2 | WS | a0 
cw ; 3S 3T.é SAT 
~ l 
: 2 
eAlanine | 4 
6 
Pes 
: \ a 
2 
Propylaldehyde S&-Alanine | 4 
é 
ped 
t 
Lng 
wAlanine | 
ethylester 
| 6 
2S 


“ The experiment was performed at IS“C, se as te aveld the Rs af 
acetaldehyde by evaporation, 


Sugars (Table IX). The reaction was more marked at higher 
alkalinity ; the reactivity of aldehydes Increased with the decrease 
of molecular weight ; they condensed with alanine ester at higher 
velocity than with free alanine: Salanine was more reactive than 
the a-moditfication. When the data are compared with those af 
elycolaldehyde and glyceraldehyde in Table VU, one will notice 
that the reactions of simple aldehydes took place at lower rates 
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than those of the corresponding hydroxyl aldehydes. This indicates 
that the hydroxyl group renders aldehyde more reactive toward 
the amino group. A consideration will be given here to the reasons 
for the low reactivity of the acetyl glucoses. Two factors seem to 
be involved here; the first reason is the decrease or the disap- 
pearance of the hydroxyl groups, and the second is the increase 
of the molecular weights. This explanation will also apply in 
the case of methylpentose. The reaction of aldehyde with dipeptide 
and acid amide showed the optimum hydrogen-ion concentration 
at pH 8.0 (Table X). These facts, in conjunction with the reaction 
of pentacetyl glucose, offer further-support to the hypothesis that 
the free aldehyde group of sugar reacts with amino acids. 


TABLE X. 


Reaction of Propylaldehyde with Dipeptide and Alanine Amide. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of amino-N (%) 
Amino compounds | incubation 
(hrs. ) pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 
rf 45.0 54.3 33.3 
2° 62.1 72.9 50.0 
, ; 4 75.6 81.4 69.3 
Glycylglycine 
6 81.4 87.9 78.5 
24 85.7 93.6 92.4 
48 86.2 95.7 — 
af 34.9 39.2 30.2 
e 42.6 50.0 38.2 
9° 
Alanine amide : cea oe come 
6 59.6 70.5 53.3 
24 69.0 82.0 75.6 
48 69.9 84.5 91.0 


V. Reaction of amines with aldehydes. 


Finally the experimental conditions were narrowed to simple 
amines and aldehydes. ‘The results of the experiments which were 
run with butylamine and simple aldehydes are shown in Table XI. 
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TABLE XI. 


Reaction of Butylamine with Aldehydes. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of amine (%) 
oe me eo pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 
1 12.9 19.0 24.7 
2 Tot 23.8 30.9 
Acetaldehyde* +t 24.3 30.4 39.7 
6 30.0 34.9 42.9 
24 34.3 50.5 46.8 
1 3.4 5.7 G9 
2 5.7 7.9 10.2 
Propylaldehyde 4 7.9 Gta 14.8 
6 Ori 13.6 18.2 
24 11.9 20.1 33.7 
it 18.9 30.2 41.5 
2 28.3 41.5 SAE 
Glycolaldehyde 4 43.2 56.6 69.9 
6 50.9 67.9 77.2 
24 73.8 84.8 94.3 
iL 9.1 11.4 
2 13.6 -20.4 
Glyceraldehyde “74 18.2 27.3 
6 22.7 34.1 
24 41.9 57.0 he 


* Temperature: 15°C, 


The influence of alkalinity of the media and of molecular weight 
of aldehydes was of the same character as in the reaction of amino 
acid with sugar. Glycolaldehyde and glyceraldehyde were more 
active than acetaldehyde and propylaldehyde, indicating that the 
introduction of a hydroxyl group to the aldehydes increases the 
reactivity toward the amine. That is to say, there was no notice- 
able difference in the nature, at least so far examined, between 
the reaction of amino acid with sugar and that of simple amine 
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with aldehyde. 

The whole series of these experiments, which began with the 
reaction of amino acid with sugar and ended with the reaction 
of amine with aldehyde, consistently offered data for the view that 
the reaction between amino acid and sugar has the same nature as 
the reaction between amine and aldehyde. 


VI. Reversibility of the reactions between amino 
and carbonyl compounds. 


It has been repeadedly observed that the condensation-products 
between amino acids and sugars split into the components at acidic 
media. In the writer’s experiments the same held true with the 
reaction-products of amino acid with aldehyde, of amine with sugar, 
of amine with aldehyde, and of amino acid with a-ketonie acid. 
However, the reversibility was perfect only when the reaction did 
not proceed too far beyond a certain limit. This limit seems to lie 


TABLE XII. 


Reversibility of the Reaction 


Decrease of amino-N (%) 
Reaction ce aera After acidification Recovery 
(Standard 
conditions) “| 2 hrs. | 24 hrs. | 48 hrs. 

Glucose + butylamine Tet 3.5 1.0 — | Complete 
Glucose + alanine 8.4 2.2 0.7 0.7 | Complete 
Pyruvie acid + glycine 11.2 6.9 1.8 0.7 | Complete 
Propylaldehyde + alanine 12.2 4.4 Alef 1.3 | Complete 
Acetaldehyde + butylamine*1 19.0 6.2 0 — Complete 
Acetaldehyde + alanine*™1 25.7 3.9 1.5 1.1 | Complete 
Acetaldehyde + butylamine*: *2 29.4 22.9 18.7 18.1 | Incomplete 
Glucose + alanine*s 31.1 — 2.7 — | Complete 
Glucose + butylamine*s 36.3 — =_ 19.6 | Incomplete 
Acetaldehyde + alanine*; *» Otel: —_— — 16.7 | Incomplete 


*, Temperature: 15°C. 
*, The mixture was acidified by adding an equal volume of 1 N sulphuric 


acid. 
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at about 30% disappearance of amino compounds under the experi- 
mental conditions. The results are summarized in Table XII. The 
reaction was first allowed to proceed under a standard condition 
to a suitable extent and then the hydrogen-ion concentration of 
the media was raised from pH 8 to pH 2.0 by adding N hydrochloric 
acid solution. In some cases the fluids were acidified by the addi- 
tion of equal parts of N sulphuric acid solution. The reason why 
the recovery was no more complete when the reduction of amino 
nitrogen approached 30% is not clear. It might possibly be due 
to the rapid alternation of the nature of the reaction-product with 
the progress of the reaction, when instead of amino acid or sugar 
amine or aldehyde is brcught into reaction. The reaction of amino 
acids with glyoxals was feund to have stopped but was never re- 
stored by raising the hydrogen-ion concentration of the mixtures. 
This may be attributed to the fact that the character of the reaction 
of glyoxals was different from that of other carbonyl compounds. 
It was pointed out by Neuberg and Kobel (1927), Sakuma 
(1930), and Kobayasi (l.¢.) that the reactions of glyoxals with 
amino acids were always accompanied by the production of 
ammonia and carbon dioxide, while this was not the case in the 
reactions of the present experiments. 

It is a fact of importance in this connection that the recovery 
of the decreased amino nitrogen was complete in the reaction of 
amino acid with glucose, even when the decrease was over 30%. 
Kuler, Brunius and Josephson (l.c.) stated that almost per- 
fect reappearance of glucose was achieved by the addition of an 
equal part of 1N sulphuric acid solution to the mixture in which 
38% decrease of glucose had been brought about by alanine. The 
present writer confirmed this statement in his experiment conducted 
under similar conditions. This remarkable difference in the re- 
versibility of these two types of reactions raises the question 
whether the character of the reaction of amino acid with sugar 
can be regarded as perfectly identical with that of the reaction 
in which simple aldehyde or amine is involved as a reacting 
component. This was the only result, so far obtained through the 
writer’s experiments, which caused a doubt on the view that the 
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reaction between amino acid and sugar is similar to the reaction 
of amine with aldehyde. 


VII. Reactions of a-ketonic acids with glycine. 


The reactions of a-ketonic acids with amino acid will be 
described in this chapter. In the present experiments, pyruvic, 
a-ketobutyric and a-ketovaleric acids were brought into contact 
-with glycine. It is clearly shown in Table XIII that a-ketonic 
acids bear a striking resemblance to sugars and aldehydes in their 
reactions with amino acids; the velocity of the reaction increased 
with the increase of the alkalinity of the medium and with the 
decrease of the molecular weights of the acids. 


TABLE XIII. 


Reaction of a Ketonic Acids with Glycine. 
(Standard conditions) 


Time of Decrease of glycine (%) 
a-Ketonic acid incubation 

(hrs. ) pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0 

1 3.6 5.1 13.6 

Pyruvic acid . 5.8 8.7 15.6 

4 8.8 $2.3 18.7 

6 11.7 ROek 20.9 
1 2.0 3.6 10.2, 

a-Ketobutyric¢ acid A 5.8 12.9 

4 9.1 15.6 

6 7.5 11.4 oo fei 

1 1.4 2.5 7.4 

a-Ketovalerie acid 2.7 4.5 9.8 

4 3.4 5.6 IZ 

6 4.1 6.2 1355 

DIscussIon. 


The mechanism by which the condensation of amino acids with 
sugars is accomplished has still been a matter of discussion. The 
reversible reaction at the initial stage may possibly be either an 
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addition-reaction or a formation of glycoside. In the former case 
the presence of the aldehyde group of sugar and the free amino 
group of amino acid is required. 


R-CHO+NH2-R’ =—.R-CHOH-NHR’. . (J) 


In the latter case the glycosidic hydroxyl group of sugar and 
the free amino group of amino acid are necessary for the reaction. 


HCOH+H2N-R — HC-HN-R , 
Is se (IT) 
C | C | | 

t O O 

fal | 

The formation of the Schiff base (RCH=NR’), which was 
imagined by Euler and Josephson (l.ec.), and Euler and 
Brunius (l.c.) to have been produced, may be excluded, since 
the base is quite resistant to acid hydrolysis. 

The substance II is the well-known N-glyeoside which is 
obtained by heating amino compound with sugar in an alecohdlic 
medium. It is capable of ready hydrolysis by acid in an alcoholic 
medium. Hanaoka (1938, 1940) studied the acid hydrolysis of 
various N-glycosides. The N-glyecoside is quite unstable in water, 
being rapidly hydrolyzed into its components. This is the reason 
for the impossibility of isolating it from the aqueous solution. 

The substance I, a-hydroxyl amine, is considered as the first 
recognizable product in the addition-reaction of amine with 
aldehyde. It cannot be isolated from the reacting fluid, and under- 
goes further changes as the reaction proceeds. If the condensa- 
tion of amino acid with sugar belongs to the addition-reaction, 
sugar should be present in the aldehyde form so that it can combine 
with the amino group of amino acid. Sugars have been assumed 
to be present in an aqueous solution in the aldehyde form at equili- 
brium with the lactal form, though the quantity of the aldehyde 
form is so extremely small that its actual existence can not yet 
conclusively be demonstrated even by the most sensitive physico- 
chemical methods. The results of the present experiments seem 
to provide some support for the view that the aldehyde form of 
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sugar is present. The accelerating effect of alkalinity on the reac- 
tion of sugar with amino acid has been understood. on the basis of 
the conventional assumption that the aldehyde form of sugar in- 
creases its quantity at higher alkalinity. Euler and Josephson 
(l.¢.), and Euler and Brunius (l.c.) were of. the speculative 
opinion that the determining factor for the reaction of sugar with 
amino acid might be the velocity at which sugar opens its ring 
structure. However, Euler, Brunius and Josephson (1. ¢.) 
failed in an attempt to increase the reactivity of glucose toward 
amino acid by treating the sugar with alkali. We are not yet in 
a position to state positively that sugar reacts with amino acid 
only in its free aldehyde form, though the weight of evidence 
favours this view. 

It is well-established that the free amino group of amino acid 
participates in the reaction with sugar, and the result of present 
experiments that esters of amino acids and primary amines con- 
densed with sugars and aldehydes just in the same manner as amino 
acid supports this view. 

It must be considered that the reaction of amino acid with 
glucose differs in its reversibility from that which involves amine 
or aldehyde instead of amino acid or sugar. This fact threws 
doubt on the assumption of identifying the reaction between amino 
acid and sugar with that between amine and aldehyde. However, 
in the presence of amine or aldehyde the initial condensation- 
product may undergo further changes more rapidly than the 
reaction-product of amino acid with sugar, and thus the reversi- 
bility may decrease when the reaction proceeds to a certain extent. 
If this be true, the character of the reaction might be the same, 
at least in the early stage of the reaction, regardless of the parti- 
cipation of amine or aldehyde in the reaction. 

Taking for granted that the aldehyde group of sugar and the 
free amino group of amino acid are involved in the reaction, it 
may still be hazardous to conclude that the velocity of the reaction 
between sugar and amino acid is determined only by the rate of 
the formation of the carbonyl and amino group from sugar and 
amino acid in the alkaline medium. It is revealed in the present 
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experiments that alkalinity also exerts a serious influence on the 
velocity of the condensation of simple aldehydes with simple 
amines. Two factors might then be responsible for the effect of 
alkali on the reaction; the first is the accelerating effect on the 
production of aldehyde form from the lactonized sugar and of the 
alkali form from the isoelectric zwitter ion of amino acid, and the 
second is the action facilitating the condensation of carbonyl group 
with amino group. 


SUMMARY. 


1. The carboxyl group of amino acids exerted an inhibitory 
effect on the reaction of the acids with glucose. This effect was 
more marked with the shortening of the distance between the 
carboxyl and amino group and with the increase of the number 
of the former group. Under these circumstances, the monoamino- 
monocarboxylic acids of the a-amino acid series reacted with glucose 
at the same velocity regardless of their structure. Glycine was an 
exception; its velocity far exceeded that of the homologues. The 
condensation of dicarboxylic acids took place more slowly than 
that of monocarboxylic acids. The velocity of B-amino acids was 
greater than that of a-modifications. Peptides condensed with 
sugar with greater ease than amino acid. By esterifying the 
carboxyl group the velocity of the reaction was increased to a 
remarkable extent. . 

2. The structure of sugars had an influence on the reaction. 
Sugars with smaller molecular weights reacted more rapidly with 
amino acids. 

3) Simple amines and sugars, amino acids and simple 
aldehydes, and simple amines and aldehydes reacted one another 
in the same manner as in the reactions between amino acids and 
sugars under the conditions of the present experiments. 

4. So far as the results of the present experiments are con- 
cerned, there was no particular difference between the reaction of 
amino acid with sugar and that of simple amine with simple 
‘aldehyde, except the reversibility of the reaction in the acidic 
media. While the condensation-produet between amino acid and 
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sugar are completely split into the components, the reversibility 
was not always complete in the reaction which involved simple 
amine or aldehyde as a reacting substance instead of amino acid 
or sugar. 

5. The mechanism of the reactions has been discussed. 
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In the first paper on the same subject, the A substance was 
prepared from the material, which had been precipitated from the 
Ca(OH). extract of the stomach mucus. Repeated purification of 
this material, however, is quite cumbrous and, in addition, reduces 
appreciably the amount of the material, due to denaturing during 
the aleoholic treatment. Therefore, for the structural study of 
this group-substance, which requires a large quantity of it, attempts 
have been made to raise the crop in a simpler way. In the mean- 
time, I found that no hexuronie acid was contained in the mucus 
collected as described in the first report. Since then repeated 
dissolution of the mucus and subsequent precipitation looked super- 
fluous, two methods were tried to isolate the group substance im- 
mediately from the mucus, one by tryptic digestion of the latter 
after preliminary disaggregation with chloroform of the complieat- 
ed compounds of protein nature, and the second by way of alkaline 
scission, followed in both cases by the processes employed already. 
The products, obtained were free from phosphorus and gave no 
biuret reaction. Although contaminating nitrogenous compounds 
had not been perfectly eliminated, their biological activity was 
not less than that of the pure products, and all of the essential con- 
stituents remained uncleft even when the rupture of the mucus 
was tried with alkali. No better yield could however be attained 
by these operations, but the alkaline cleavage in particular does 
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meet the demand, in view of saving labour and time. 

Neuberger, who tried to isolate the carbohydrate moiety 
from crystalline egg albumin, suggested that an amino-acids-frag- 
ment, which is seemingly undetatchable by trypsin, participates in 
the combination of the carbohydrate with the protein, whereas he 
eould not establish the nature of those amino-acids. Although the 
group substance from pig gastric mucus had been already proved 
to be obtainable in a free state, by treating similarly with trypsin, 
several colour tests were adapted to the amino acids remaining 
in the present products, as will be seen in the experimental 
part. According to Przytecki and his collaborators, tyrosine 
and arginine take part in a general symplex formation of non- 
ionized carbohydrates with proteins. These amino acids (tyrosine 
by the a-nitroso-/-naphthol test, and arginine by Sakaguchi’s test) 
were detected but frem the intensities of coloration they looked to 
be mere impurities and, besides them, no amino acid noticeable in 
quantity was found in both of the products. It may also be 
noteworthy that the previous hydrolysis with 5.5 HCl depressed 
Sakaguchi’s reaction enormously. This is due to the fact that 
this reaction is inhibited by free glucosamine, while not by its 
N-derivatives. . 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of the group substance. 


1) By tryptic digestion of mucus previously treated with 

chloroform. 

200 gms. of the fresh mucus collected as cited in the first 
report were mixed thoroughly with a few ec. of very dilute hydro- 
chloric acid (pH of the mixture, 1) and shaken with 100 cc. of 
chloroform over night. Chloroform was separated by centrifuga- 
tion and the centrifugate was treated with a new portion of chloro- 
form in a similar way. The white mass weighed 3.3 gms. after 
washing with aleohol and ether and drying. It was then submitted 
to tryptic digestion (77 days) and the processes of fractionation 
as already reported. The final product amounted to 560 mems. 
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(Sp. 1). Biological assay described in the communication demon- 
strated that it could, up to 1,000,000 times dilution, inhibit 
agglutination of A erythrocytes by B serum which possessed the 
agglutination titre of 160 and was applied as diluted 1:10. 

Naphthoresorcinol and aniline acetate tests fer hexuronic acid 
as well as ammonium molybdate test for phosphorus were not 
given. Biuret, Millon’s, Ehrlich’s diazo, and vanillin-HCl” 
tests were ‘also negative. Ninhydrin test was positive. Saka- 
guchi’s and a-nitroso-f-naphthol (tyrosine) tests were slightly 
positive, but the former reaction failed to occur, when the substance 
was previously hydrolysed with 5.5n. hydrochloric acid by heating 
at. 100°C for 8 hours.”? Results of Blix’s test resembled those of 
the pure products (First Paper). 


2) By alkaline scission. 

300 gms. of fresh mucus were stood with double the weight 
of 1.5”. NaOH solution at room temperature (15-18°C) for one 
day and the liquid was acidified to pH 5 with glacial acetie acid 
(75 ee.), whereupon voluminous floceulent precipitates settled out. 
The filtrate was dialysed for 3 days. A small amount of preci- 
pitate, which had appeared, was removed by centrifugation and the 
supernatant liquid was condensed to a small volume (l5ec.). As 
precipitation occurred again on acidifying with acetic acid to pH 4, 
the mixture was centrifuged, and the supernatant fluid was deposit- 
ed with alcohol. The dried powder, after having washed with 
aleohol and ether, was submitted to repeated fractionation with 
acetic acid and treatment with bolus alba as already informed, and 
760 mgms. of the substance were obtained (Sp. 2). Biological 
assay demonstrated it as active as Bi ale. 

Qualitative tests of this product resulted similarly as in Sp. 1, 


1) About 5mgms of a protein are taken up in 5 cc. of conc. hydrochloric 
acid (sp. gr. 1.19) and 50mgms of vanillin are added. Dark cherry red to 
violet colour is developed by tryptophane. Tyrosine, arginine, histidine, music 
acid, and acetylglucosamine do not give this reaction. 

2) The hydrolyte was subsequently evaporated in vacuo, and freed of 
the remaining hydrochloric acid by repeated evaporation with water and the 
final solution was decolorized with charcoal. 
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except that a much ‘weaker’ reaction of Sakaguehi was ‘given. 


Rosenthaler’s test for methylpentose, Seliwanoff’s test for 


ketosugar and reduced sulfur test were also tried, but none of them 
was positive. j : 

In a preparatory experiment, NaOH solutions at various con- 
centration (0.5, 1.0, 1.5 and 2.07.) were examined in connection 
with the ease in removing phosphorus, and yield, galactose content 
and biological activity of the final product. 0.5. solution could 
not completely cleave off the phosphorus-containing-fragment. The 
other NaOH solutions were sufficiently effective in this respect, 
while the yield decreased as the strengh of alkalinity was increased. 
Galactose content! of the product was highest’ when the 1.5. solu- 
tion was employed. No difference existed as to the inhibitory foree 
on A agglutination among the products. 


QUANTITATIVE ANALYSIS. 


Analysis, which was made by the same procedures as in the 
first paper, gave the figures in Table I. 


TABLE I. 
In’ per eent In equivalents per equi- 
§ | | 7 i 
ese leit | | tes valent weight : 
Speke. 4) Spr Sp. 1. Sp. 2. 
Nitrogen [gag ebay age er ak 1.42 
Glucosamine 38.70 38.00) || 1.00 0.97 
Galactose | | 
Oreinol R. 28.82 + stl BOS. uk 
Diphenylamine R. I. 38.82 | 39.58 
a-Naphthol R. 39,23." | 39.40 
Average 38.96 | * 39.52 | 1.00 1.00 
Acetyl 9.31 i) 1.00 0.98 
Reducing force as glucose : 
a) per se ; 14.09 10.5 
b) After acid hydrolysis* Teor = 
Sulfate-S 1.58 ens 0.23 0.24 
Ash 0.74 3.18 ; 


By heating with 1n. He2SO: solution for 3 hours’ in‘ a boiling bath. 


* 
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SUMMARY. 


A blood group A substance, which contains a little quantity 
of nitrogenous impurities but is serologically as active as a pure 
product, can be prepared in a short time when alkaline cleavage 
is adapted to pig stomach mucus. / 

Parts of expenses of this investigation were defrayed by the 
grant from the Foundation for Promotion of Scientific and In- 
dustrial Research of Japan and that given by the Government 
Grants Committee for Scientific Researches of the Education 
Department. 
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In 1933, Jorpes separated the isoagglutinin-binding receptors 
of urine from the ¢o-existent sheep-hemolysis-inhibitory substances 
and, because of their nature made inert by proteolytic enzymes, he 
claimed that their activity is derived from protein. Haptens, 
characteristic of the human groups have already been isolated from | 
various sources such as horse saliva (Landsteiner), hog gastric 
mucus (Meyer, Smyth and Palmer; and Kobayasi (1941) ), 
commercial pepsin (Schiff and Bran), human erythrocytes 
(Kossjakow) and cattle vitreus (Meyer and Palmer). But 
the high anti-isoagglytinin activity of these substances: haye all 
been attributed, contrary to Jorpes’s receptors, to the nature of 
carbohydrate and not to that of either protein or lipoid. Thus the 
assertion of Jorpes created so much interest that we undertook 
a more exhaustive investigation, 

According to Kobayasi (1939), urine mucoid contains about 
10% galactose which compares with the sugar content of Jorpes’s 
preparations, when calculated from the colour intensity developed 
by oreinol, with which this author estimated the sugar. Judging 
from this fact and from his preparation processes, Jorpes might 
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have isolated urine mucoids which are possibly isoageglutinin- 
bindung substances or else his products must have been mucoids 
admixed with isoagglutinin-binding substances, though. relatively 
small in quantity.. Later on, Ueno as well as Haga mentioned 
that mucoid from urine of group A or B neutralizes normal 
agglutinin group-specifically, although their “mucoid” signified the 
mixtures of all the substances, which are non-dialytic and alcohol- 
precipitable, or of those non-dialytic, non-heat-coagulable and 
precipitable by 70% alcohol. For these reasons, our first attempts, 
which are described in this report were made to settle the question 
whether or not the urine agglutinogens are identical with urine 
mucoids. In other words, we tried to see if highly active non- 
mucoid proteins which neutralizes isoagglutinine are obtainable. 
With this view in mind, urine of group A or B was at first freed 
from nubecula and mineral materials and precipitated with neutral 
lead acetate. The agglutinogen is contained in this deposit, 
according to Jorpes and Norlin. The portion of urine mucoid, 
which had escaped from being separated as nubecula and carried 
down together in the lead-precipitate, was removed from the pre- 
cipitate, by treating the aqueous suspension of the latter with 
HS and then shaking the solution with chloroform. The fact 
- that urine mucoid can entirely be coagulated with chloroform is 
well established (ref. Kobayasi 1939). When, however, jelly 
formed no longer, the solution still showed the presence of a 
biuret-giving substance, which was subsequently separated out by 
means of tannin in the presence of hydrochloric acid. In this 
tannin-operation, Freudenbere’s anti-sheep-hemolysin remains in 
the mother liquid. -On assaying biologically, the protein that was 
freed from the precipitant, showed a conspicuous group-specific 
anti-agglutinating activity in contract with the mucoid,!) which 
was isolated according to Moérner, and with the anti-sheep- 
hemolysin, which was isolated by means of basic lead acetate from 
the mother liquid of the neutral-lead-acetate-precipitate. The test 
employed was different from that of Jorpes, but the fraction 


1) Preparations of mucoids from group A and B urine showed also, 
though faint, group-specific anti-isoagglutinin activity. 
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obtained by tannin appeared to be: much more active than the 
purest products of this author. Chemical analysis disclosed marked 
discrepaney in composition. between the mucoids on one hand and 
the tannin-precipitated fractions on the other. Not only was 
present more largely carbohydrate in the molecules of the non- 
mucoid proteins (agelutinogens) than in those of the mucoids but 
also the equivalent proportion of galactose and aminosugar in the 
agglutinogens was in favour of the former while the prosthetic 
groups of the mucoids contained the monosaccharides in an 
approximately equimolecular: amount. On these grounds, we 
believe to have established the existence of agglutinogens in urine 
which are of protein in nature but not identical with the mucoids. 
The mucoids from A and B urine showed no divergency from each 
other in so far as the content of galactose and glucosamine is con- 
cerned while in both the agelutinogens and anti-sheep-hemolysins, 
a quantitative discrepancy was found in both blood groups, 
although, at present, merely one specimen of each substance has 
been analysed and a further study is awaited. 


Experimental. 
PREPARATION. 
A typical example will be described. 


10-20 lit., in one run, of urine of individuals belonging to 
‘group A or B were collected in a chloroform-containing vessel, 
acidified with hydrochloric acid to pH 38-4, and stood after a 
thorough shaking for one day. The nubecula, which had subsided 
to the bottom in the meantime, were separated first by siphoning 
out the transparent supernatant layer and then by centrifugation, 
and washed at first a few times with chloroform-saturated dilute 
acetic acid solution (pH, 3-4), then with alcohol and ether and 
dried. They were set aside for preparation of the mucoid and the 
clear urine portions were put together for isolating the agglutinogen 
and anti-sheep-hemolysin. 


1) Agglutinogens. 
The nubecula-free urine prepared by the above method was 
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mixed with 2% thymol solution” in aleohol, and dialysed against 
running water for 4 days. pH rose thereby to 6-7. A saturated 
lead acetate solution was added until no more precipitation oe- 
curred, avoiding excess of the precipitant, and the deposit was 
brought on a Biichner funnel and washed exhaustively with a 
lead acetate solution, which was equally concentrated as in the urine- 
lead-solution mixture. The precipitates thus obtained from 200 
lit. of urine were then kneaded with about 1.5 lit. of 2.5% sulfuric 
acid solution and filtered. The mass on the filter was treated many 
times in the same manner until a sparingly coloured filtrate was 
obtained. All the filtrates were combined and dialysed as long 
as the reaction remained acid. They were evaporated under 
reduced pressure to about 80ce. and hydrochloric acid? solution 
was added up to the concentration of 1%. All the alcohol- 
precipitable substance was collected?) from the supernatant liquid 
after centrifugation and washed with 95% aleohol and ether and 
dried in vacuo. Yields at this stage were 2 ¢m. from A urine and 
3.6gm. from B urine. Since the products still contained small 
amounts of substances insoluble in hydrochloric acid, repetition? 
of dissolution in water (40 ce. and 70 ce. respectively), addition of 
hydrochloric acid, centrifugation and precipitation with alcohol 
was made. Final washing and drying were proceded similar to 
above, with crops of perfectly soluble substances of 1.6gm. and 
2.8gm. The processes for separating the mucoids from the 
products were as follows. Each of them was taken up in 60 parts 
by weight of water, and shaken again and again®) with 1% the 
volume of chloroform. When no mucoid-film appeared any more 
on centrifuging at the contact zone of water and chloroform, the 
solution was precipitated with aleohol and subsequently washed 
with alcohol and ether and dried. Yields were 1.2 gm. and 1.5 gm. 
respectively. In order to remove the anti-sheep-hemolysin, the 


1) 24 ce. for 5lit. each of urine. 

2) 5-10% hydrochlorie acid. 

3) 95% alcohol of 10-13 volumes is required. 
4) 4-8 times. 

5) 8-9 times. 
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powder obtained was dissolved in 1% hydrochloric acid solution, 
containing a little sodium chloride”), and 20% tannic acid solution 
were added, till a concentration of 8% was reached, whereupon 
voluminous heavy deposit appeared. After standing for two days 
in an ice chest, the mixture was centrifuged. The centrifugate 
was washed twice with 8% tannin solution, using each time the 
equal volume as the mother liquid, then with acetone and ether 
and placed in an dessicator. When dry, it was dissolved again 
in 1% hydrochloric acid solution (about 30 ec.) and an insoluble 
portion centrifuged off, then the solution was precipitated with 
10 volumes of acetone and dried, after washing with acetone and 
ether as above. Redissolution and reprecipitation as above were 
continued until all the tannin was removed (FeCl;-test). Yields, 
855 mems. of the A agglutinogen and 920 mems. of the B. 

Comparatively large amounts of polysaccharide-fractions were 
obtained from the mother fluids of the above tannin precipitates 
but investigation of these substances which are assumed as 
Freudenberg’s anti-sheep-hemolysins have been left to a later 
undertaking. 


2) Mucoids. 

Muecoids were prepared according to Morner from the 
nubecula, which had separated out from the acidified and chloro- 
form-saturated urine. 


3) Anti-sheep-hemolysins. 

From the mother solution of the lead precipitate cited above 
these polysaccharide fractions were prepared, first by neutralizing 
the solution with ammonia and depositing with a saturated lead 
subacetate solution (Fraction I), followed by further alkalinization 
of the filtrate to pH 10, to which was added more of the subacetate 
solution (Fraction II). Each time just a sufficient quantity of 
the subacetate was used to settle down all the precipitable sub- 
stance. These fractions must be identical with (or contain at 


1) 50ce. for the substance from A urine and 60 ce. for that from B urine. 
2) About 0.3 gm. 
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least) anti-sheep-hemolysins of Freudenberg et al, because al- 
‘most no carbohydrate was detected in their mother-liquids 
(Molisch test). Liberation from lead was made’ by suspending 
the precipitates in water and passing H2S-gas for a long time, 
until pH was lowered to 1. The solution was dialysed ,at low 
temperature for 2 days and condensed to the almost syrupy 
residues was added hydrochloric acid to pH 1, having separated 
the insoluble part. After precipitating with alcohol (95%), the 
products were washed with alcohol and ether and dried. They 
were purified by repeatedly removing the acid insoluble portion 
.followed by drying each time. The products were completely 
soluble in water. 640 mems. of Fr. I and 92 mgms. of Fr. Il were 
obtained from.A urine, and 642 mgms. of Fr. I and 248 mgms. of 
Fr. lI from B urine. They gave no positive biuret reaction, except 
Fr. IJ from B urine which is supposedly yet contaminated with 
the mucoid. 


SEROLOGICAL ASSAY. 


Anti-agglutinating activity was measured as had been de- 
scribed by Kobayasi in the LXI communication of this series 
of investigation. Both A and B serum possessed isoagglutination 
titre of 160. They were applied as a dilution of 1:10. The results 
are listed in Table I. 


TABLE I, 
Occurrence of group-specific agglutination. 


nee 


== Dilution} Original 
solution 1/10 1/100 1/1000 1/2000 1/10000 


Substance ra (1%) 
Mucoid A 
“Acetic-acid-precip. 
mucinsubst.”, Morner. ae a= + + 


“Water-soluble mucin- 
subst.”, Morner. = Ete + ++ tte 


Ht 
+ 


Agglutinogen A | eS rm = = 


Freundenberg’s 
anti-sheep-hemolysin 


Fraction I he shy lime ee 
Fraction II — = + ++ 


OE 
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Mucéoid: Best ity, Tay 
“Acetic-acid-precip. ‘ SR 
mucinsubst.’, Mérner. = - a + + Ht 
“Water-soluble mucin- 
subst.”, Morner.: : ! — Gis + ++ +t 
Agglutinogen 'B i} = = = = oi + 
Freudenberg’s |: | 
anti-sheep-hemolysin 
Fraction I = ae a + tt 
Fraction II = mika, Mex ++ + 


TaeS 


All of the Sues EL were group- -specifie in binding isoagglu- 
tinins. 

Although accurate comparison was impossible because of a 
different method of assay, our agelutinogens appeared to be about 
50 times more active than Jorpes’s purest preparations, if it is 
assumed that the author used erythrocytes as 2% suspensions and, 
if, furthermore, his sera were of similar isoagglutination titres as 
ours. To note in more detail, Jorpes observed the occurrence of 
agglutination after 3 hours, when he had incubated 4 times diluted 
sera with equal volumes of the solution containing 0.125 mem. of 
A or B preparation per leec., while we found under similar condi- 
tions that our substances eta inhibit, at 0.001% solutions, the 
agglutination of erythr oeytes by equal volumes of 10 times diluted 
sera but not at 0. Her concentration. Therefore, the activity of 


0.005% (=0.0125% Xx =) solutions of Jorpes’s substances would 


approximately compare with 0.0001% solutions of ours. 


QUALITATIVE CHEMICAL ANALYSIS. 
1) The agglutinogens A and B, and the mucoids A and B. 
All of the substances showed protein colour reactions, such as. 
Hopkins-Cole, Millon, Ehrlich diazo, Sakaguchi, 
Kobayasi vanillin’ (for tryptophan) tests, but the intensity of 
colours developed was not equal between the agglutinogens and 
the mucoids, the former substances generally giving a weaker re- 


1) The LXIII communication of this series of investigation. 


156 Kobayasi, Ohhara, Sinokawa, Yasuoka and Adati: 


action than the latter. In the agglutinogens, reduced-sulfur and 
vanillin (the usual sulfuric acid method) tests were almost nega- 
tive, whereas they were positive in the mucoids, Morse test was 
negative in all. A violet colour was developed by the Molisch test 
in all. The A agglutinogen was negative in naphthoresorinol and 
aniline acetate tests for hexuronie acid and Seliwanoff’s test 
for ketosugar. 

The behaviour of the substances toward Blix’s test was as 
follows. Coloration occurred immediately on placing the alkaline 
solution in a boiling water-bath with the Ehrlich’s reagent after 
the former had been heated preliminarily, but, it began only after 
the lapse of a few minutes when no preliminary heating was made. 
Substances of each group however reached the same constant 
intensity of a colour in the coufse of time but the final depth was 
higher in the agglutinogens than in the mucoids. Phosphours was 
detected in the agglutinogen by the ammonium molybdate test, but 
it could be removed by electrodialysis. 


2) Freudenberg’s polysaccharides. 


They did not give the biuret reaction except the preparation 
obtained by depositing from B urine at pH 10. Naphthoresorcinol 
test was negative. Molisch test gave a violet colour. 


QUANTITATIVE CHEMICAL ANALYSIS. 


Analysis was carried out by the procedures which had been 
employed in previous works in this series, except that hexosamine 
was determined by the Hamasato-Akakura method (un- 
published) which was improved over the Masamune-Nagazumi 
method. ; 

With respest to the Freudenberg’s polysaccharides, Frac- 
tion I of A group contained 35.48% hexosamine and 47.08% 
galactose and Fraction I of B group 29.24% hexosamine and 
47.57% galactose. The values of galactose gained by the various 
color. reactions agreed well with one another. These and the 
figures in Table II suggest that there exists a quantitative difference 
of the components not only between both groups of the agglutino- 


Biochemical Studies on Carbohydrates.—LXIV. 157 


TABLE II. 
Analysis of agglutinogens. 


. In equivalents : 
T rae “q per 
Dpaaace te equivalent weight 
Analyses eS ee i = Se Se SSS 
Agglutinogen | Agglutinogen | Agglutinogen | Agglutinogen 
A B | A B 
Nitrogen 8.45 9.71 
Carbohydrate | 
reduction as 
glucose 35.25 29.45 
Aminosugar, as | 
glucosamine or | 
chondrosamine. 20.14 17.6 | 0.70 0.82 
Acetyl . 5.08 4.9 | 0.74 0.81 
Galactose* 28.59 21.62 1.00 1.C0 
Sulfate-S 0.18 0.10 | 
Ash 1.19 1.56 | 


* The figures obtained by a-naphthol, indole, orcinol and diphenylamine 
coincided all with one another. 


gen but also between those of Freudenberg’s polysaccharide, 
although more accurate studies are required for definite conclusion. 
The analysis of the mucoids was made by taking the “acid-precipit- 
able mucin substances”, Mérner. The mucoid contained the sugar 
components in similar amounts, irrespective of whether the mucoid 
belonged to A or B, which Kobayasi observed in specimens from 
urine collected without taking the blood groups into consideration : 
namely the presence of the components nearly in an equimolecular 
ratio (mucoid A: 10.28% glucosamine, 10.07% galactose; mucoid 
B: 10.09% glucosamine, 10.13% galactose). 


SUMMARY. 


Group specific agglutinogens of human urine are glycoproteins 
which are co-existent with but different from the so-called urine 
mucoids. Analytical figures and serological activity were given. 
As regard to the mucoids and Freudenberg’s polysaccharides 
of urine, belonging to groups A and B, the reference was also 
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Method for Estimation of Hexosamine in 
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In the hexosamine analysis, Masamune and Nagazumi 
made use of lead acetate for decoloration of protein hydrolytes. 
However, the large amount of acetate ion present in the solution, 
which has been prepared for colorimetry, hinders the color develop- 
ment with the Ehrlich reagent, although it is of no effect when 
amino acid is absent, as in the analysis of the prosthetic groups 
separated from glycoproteins. The discovery of this fact led us 
to find some improvement if possible with a simultaneous simpli- 
fication of the otherwise time-consuming and somewhat cumbrous 
method. The processes devised by us and the data which they are 
based on will be described in the following. 


PROCESSES OF ANALYSIS. . 
1) Preparatory operations. 


A protein or a polysaccharide, containing 2-6 mgms. of 
hexosamine as hydrochloride is weighed and heated with 10 ce. 
of 5.5” HCl and 0.25em. of stannous chloride (SnCle, 2H20) 
for 3 hours under reflux in a boiling water-bath. The hydrolyte 
is diluted twice and neutralized carefully with anhydrous sodium 
carbonate in small portions to pH 5.6, whereupon a basic stannous 
chloride (28n(OH) Cl, H.O) precipitates out. The mixture is then 
transferred quantitatively into a measuring flask of 25 ce. capacity, 


159 


160 Hamasato and Akakura: 


filled up to the mark with water, and finally filtered through a fine 
filtering paper for barium sulfate (No. 5C, The Toyo Rosi Com- 


pany ). 
2) Colorimetric estimation. 


a. Reagents. 


Reagent A: acetylacetone solution. 

0.1 ec. of acetylacetone purified by fractional distillation is 
dissolved in 15 ce. of 1m. sodium carbonate solution,” containing 
0.351 gm. of sodium chloride. The reagent should be prepared 
just before each use. 

Reagent B: p-dimethylaminobenzaldehyde solution. 

0.8 gm. of p-dimethylaminobenzaldehyde (“para puriss,” the 
chemical factory of Dr. T. Schuchardt, Gorlitz) is dissolved 
in a mixture consisted of 30ce. of hydrochloric acid solution 


(sp. gr., 1.15) and 150 ce. of 95% aleohol. It should be kept in 


an ice chest, when not in use. 

Reagent C: an accurate 12.86% NaCl solution. 

Standard hexosamine solutions: Two solutions containing 0.1 
mgm. and 0.3 mem. of glucosamine hydrochloride per 1 ce. 


b. Technique. 


A measured quantity (1l-4ce.) of the final filtrate in 1) is 
pipetted into a test tube, specially constructed with a mark at 
10 ec. as described by M. and N., and to it, Reagent C, up to 4ece., 
and 3 ce. of Reagent A are added and shaken together. The tube 
is fixed in the metal condenser of M. and N., heated in a boiling 
water-bath exactly for 15 minutes, and cooled immediately in water 
at room temperature. Water drops, which have condensed inside 
the upper part of the tube, are washed down with 10 drops of 95% 
alcohol, and 3 cc. of Reagent B are then poured down the side of 
the test tube so quietly that it may be laid sharply over the mixture 
above.”) 


1) 53.05 gms. of ignited pure NazCOs are dissolved in 1 lit. of water. 
2) The niveau of the reagent laid reaches usually the mark. But, when 
not, 95% alcohol is supplemented in drops. 


LS eae re eee 


ee ey Oe eS ee 
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Into another tube, the estimated amount of hexosamine 
resembling,’) are pipetted the standard hexosamine solutions, and 
made up to 4cc. with Reagent C, and the mixed solution is sub- 
jected to the further treatment in parallel with the main test. 

Both tubes are then shaken well simultaneously, and colori- 
metric reading is taken between the 3rd and 10th minute thereafter, 
setting the standard at the corresponding height on the standardiz- 
ation curve (Fig. 1). 


c) Calculation. 


The amount is read from the standardization curve. 


REMARKS. 


1. The coloration arrived at the maximum in the 3rd minute 
after agitating the final mixture thoroughly and then gradual 
fading occurred. After the lapse of 80 minutes at room tempera- 
ture (20°C), no more fading of colour occurred, but its intensity 
at this stage was low. Relative depths of colour developed by 
authentic specimens of glucosamine and chondrosamine hydro- 
chloride were measured by taking in each test the amounts which 
did not differ from each other more than 0.2 mg, because the red 
colour becomes more shaded with the bluish tint as the amount of 
hexosamine increases and makes a color comparison difficult. In 
quantity of 0.8mgm. and more of hexosamine hydrochloride, the 
relative intensity of the colour remained constant till the 10th 
minute and the reciprocal of the readings were of a straight line 
function within the range from 0.3 to 0.6 mgm., while, under 0.3 
megm., decoloration occurred in a variable course. Chondrosamine 
and glucosamine coincided perfectly with each other in respect 
with the colour development. The numbers in Table I were those 
obtained between the 3rd and 10th minute and the curves in Fig: 1 
were plotted therefrom. 

2. Not only one coloration caused by the same amount of 


1) It is recommendable to take a quantity of glucosamine a little less 
than or equal to that in the solution analysed. 
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TABLE I, 
Relative intensity of, colour developed by a various amount, of 
glucosamine and chondrosamine hydrochlorides. 


Amount of hexosamine as |’ Colorimetric reading 
hydrochloride ; ; 
mgm mm Reciprocal x 10 
0.3 21.83 4.58 
0.4 18.01 1 5.56 
0.5 15.00 6.67 
0.6 12.87 Tq 
0.7 a8 Sf: 8.52 
0.8 10.97 9.12 
0.9 10.43 9.53 
1.0 9.77 10.23 
1aieee. oa 
11 
29 + we 10 
. etre = 
E 20 rae 9 S 
x 
A 18 8 oS 
a0 S) 
A 16 aa 
= aa 
14 Gaz 
= a 
12 >, 5 
ai “ding 14 


0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 
Hexosamine hydrochloride in mgm. 


hexosamine but also its relative strength of a coloration by a dif- 
ferent amount of hexosamine are dependent considerably upon the 
purity grade of p- dimethylaminobenzaldehyde. Schuchardt’s speci- 
mens of this chemical are most suitable because of their high 
purity. A correesponding curve should ‘be drawn, if another 
preparation is used. 

3. The heating duration of proteins with hydrochloric acid 
could be shortened to 3 hours by the use of stannous chloride as 
a catalyst. Moreover lead acetate treatment, passing of .H.S-gas 
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and ether extraction, which were used in the original processes, 
became superfluous, as the basic stannous chloride carries down 
most of the humin substances when the hydrolytes are neutralized. 
Table IT illustrates the relationship between the duration of heat- 
ing of ovomucoid and chondroitinsulfate and their hexosamine 
values obtained. The control experiments were made by heating 
the substances with hydrochloric acid alone for 5 hours. Table IT] 
shows the quantitative recovery of glucosamine which had been 
added to the same substances and heated together with hydrochloric 
acid and stannous chloride. 


| TABLE II. 
| Effect of time of heating with HCl and SnCl, 


——— 


= 


Value (%) of hexosamine found | 


Substance analysed 


when heating was continued for 
Amount 
Name ; taken he 2h. 3h; 4h. dh. 
mgm 
Ovomucoid bea vg) es 13.63 |..14,01 |- 14.10 | 14.03 |. 14.17 
Sodium chondroitinsulfate? , 12.6 17.74.| 25.17:|. 26.62 4, 26.54 |- 25.00 


Control The substances were heated with HCl eee 
is for 5 hours as directed by M. and. N. 


Ovomucoid 47.5 ; 14.0 
le age 25.27 } 14.01 
33.50 14.69 
COMB Tes ee 14.30 
Sodium chondroitinsulfate 13.0 she 26.41 


1) Prepared by the Jorpes method. 

2) The hydrolytes were decolorized by means of 0.5 gm. of tale, after 
neutralization and filling’ up to 25ce., and then our processes were 
followed as in the main test. 


4. Among amino acids tested (alanine, arginine, aspartic acid, 
cystine, glycine, leucine and tryptophane), glycine and cystine 
showed marked effects (the former promoting and the other de- 
pressing) on the coloration of glucosamine, when the aminosugar 
was added and was subjected directly to the colorimetric processes, 
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TABLE III. 
Recovery of added glucosamine, 


: ie Amount of glucosamine | Amount of hexosamine in 
Hexosamine-containing hydrochloride added in the solution taken for 
substance term’ of free hexosamine colorimetrie processes 
SPs 3 
Name 6S & mgm Cale, | Found BS 
3 8 FS i>) 
= Z 
BS oa 
Ovomucoid 27.2 2.07 0.478 0.493 +3.1 
Hexosamine con- 9 328 +0.3 
Gast: 14.34% ) ml ee pe o 
Sodium chondroi- 1.035 0.395 0. nies 
tinsulfate 12.6 2.07 0.434 0.434 0.0 


look purrs on 
tent: 26.62% 


while strangely enough the effect of glycine? disappered com- 
pletely, contrary to cystine, when the whole processes of analysis 
(including the heating with HCl and SnCly and the following 
operations) were carried out on the mixture of glucosamine and 
this amino acid (Table IV). As the contents of cystine are low 
in most proteins, its inhibitory action may be practically neglected. 
The result of an experiment on galactose which is the most resistant 
hexose to hydrochloric acid (ref. M. and N.) is also given in the 
same table. 


5. With respect to the reagents, the colour development also. 


depends upon the concentration of NasCOs, HCl and acetylacetone 
in addition to p-dimethylaminobenzaldehyde. 

6. It may be noted here that mannose and glucosamine iu 
an equivalent proportion of 4 to 5 are present in the prosthetic 
group of ovomucoid, because this glycoprotein in a pure state 
contained, as mentioned, 14.1% giucosamine, while the hexose 
amounted only to 11.3% according to the indole and orcinol re- 
actions. 

The cost of this work was defrayed by a grant from the 


1) Glycine ten times by weight the hexosamine hydrochloride was adapted. 


ee ee ee a ‘ 
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TABLE LY. 


Effect of amino acids and galactose, 


1. Amino acids dissolved in Reagent © were added to glucosamine 


hydrochloride 


and the 


latter was estimated 


colorimetrically 


without any previous operation. Glucosamine hydrochloride taken: 


0.5 mgm. 


Amino acid 


Glucosamine found as hydrochloride 


Name 


Alanine 
Arginine 
Aspartie acid 
Cystine* 
Glycine 
Leucine 


Tryptophane 


"ape ii ‘fied thecotial” 
4 0.478 —4.4 
” 0.493 , —1.4 
” 0.500 0.0 
” 0.404 —19.2 
” 0,553 +10.6 
” 0.497 —0.6 
” 0.474 —5.2 


* In this case, the amino acid was weighed directly into the test tube 


for colorimetry. 


2. Glucosamine hydrochloride was treated togetehr with glycine, 
cystine or galactose by our whole processes including the heating 


with HCl-SnCle-mixture, 


Amino acad Amount Cale. in the solu- |Glucosamine found as 
Amount of he is od tion for colorimetry hydrochloride 
glucosamine added 
hydrochloride = ; 
taken Glucosamine as|Amino acid Discrepancy 
Name |mgm |} hydrochloride | orsugar | mgm (Jo) 
Ben mgm mgm” from the actual 
4.167 0.5 0.5 0.0 
” Glycine | 41.67 ” 5.0 ” 0.0 
” Cystine | 12.50 ” L5 0.445 —11.0 
” » 41.67 ” 5.0 0.382 — 23.6 
” Galactose] 20.84 » 2.5 0.482 —3.6 


oh MSS TE NS aD a EN a SES A tra anak eh sa 
* (Qaleculated under the assumption that the amino acids remained in the 
solution without precipitating out either independently or as adsorbed 

by the deposits of the basic stannous chloride, when the hydrolytes 

were neutralized, and that galactose had not been decomposed at all 
during the preliminary heating. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


LXVI. Separation of the Prosthetic Group of Seromucoid. 


By 


HIROSI SUZUKI. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Dvurector: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, June 26, 1941) 


To-seromucoid was applied the recent process, by which I had 
separated the carbohydrate linked in ovomucoid. From 15 gms. 
of seromucoid were obtained about 90 mgms. of the product whose 
nitrogen content slightly exceeded the equivalent of glucosamine 
in it. Quite unexpected was the equivalent proportion of hexose 
to the aminosugar in a ratio of 3 to 2, contrary to what was claimed 
by both G. Ozaki and Rimington. It appears to me that 
G. Ozaki and Rimington, who made analysis on seromucoid but 
not on the carbohydrate isolated, obtained analytical value of 
hexosamine lower than the virtual value due to the co-presence of 
amino acids in the hydrolytes for colorimery and furthermore, in 
the ease of the latter worker, the co-presence of hexoses, because 
boiling with 17. HCl solution, which he adapted for hydrolysis, 
is ineapable to destroy the hexoses to an enough extent, thereby 
inhibiting the hexosamine coloration. Dr. 8. Osaki (still un- 
published) in our laboratory has recently agreed with my finding 
of the above ratio by analysing the glycoprotein itself, by the 
elaborate method of Hamasato and Akakura. Intensity of a 
colour reaction with diphenylamine, indole and orcinol was coinci- 
dent, when expessed in terms of a mixture of an equal part of 
galactose and mannose, thus substantiating the claim of Riming- 
ton, whereas they diverged, when calculated as single aldohexoses 
(mannose, galactose and glucose). Acetyl was present for the 
hexosamine nearly in the proportion of 1 to 1. Consequently, it 
seemed plausible to assume that the carbohydrate under discussion 
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is composed of 3 molecules of each galactose and mannose and 
4 molecules of acetylglucosamine. As the product possessed a 
reducing force of 12% as glucose, one of the terminal monosac- 
charide in the molecule contains a reducing group, which, however, 
can not be a free carbonyl, because a hexosamine test similar to 
Blix’s direction gave rise to marked coloration of an equal strength 
with dimethylaminobezaldehyde, irrespective of whether the 
alkaline solution of the substance had been preliminarily heated 
or not. In the latter behaviour the present prosthetic group differs 
far from the ovomucoid and its constituents are thought to be 
arranged in the following way: 

O*_M—G—C_ M40 M—-G._—-¢ 

or 
C*—G—M—C—G—M—C—G—M—C 


(C=glucosamine, G=galactose, M=mannose). 


The asterisks in the formulas denotes the hexosamine rests 
having C,; as involved in a nucleus such as oxazole? (Morgan 
and Elson) or an alike. Cys of all the remaining hexosamine 
(N-acetylated) and hexose rests are regarded to partake in 
glucosidic linking. 

The substance rotated D-light to the left. 


EXPERIMENTAL. 
Preparation of the polysaccharide. 


15 gms. of seromucoid which had been isolated and purified 
through the procedure of G. Ozaki were dissolved in 150 ee. 
of water and boiled with 15 gms. of Ba(OH)»., 8H2O under reflux 
for ten hours, according to Frankel and Jellinek, avoiding 
the contact with COs in air by means of a sodalimetubelet fixed 
on the condenser. The filtrate from the precipitates, which ap- 
peared on cooling, was removed from Ba by warming and adding 
2n. HeSO, solution to an acid reaction and the excess of sulfuric 


1) An inquiry, if the oxazol derivative of glucosamine, Morgan and 
Elson, is a ferricyainde-reducing substance, is now being followed up by my 
colleagues. 
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acid was in turn elimenated by agitating with BaCO3 powder on a 
bath. To the solution (pH 6.6) was then added 25% mercurie 
acetate solution, until: no more precipitation took place and the 
filtrate, after thoroughly passing H.S-gas, was stood over night. 
Mercuric sulfide was removed, and H»S-gas was expelled by 
aeration. Acetic acid was extracted off with ether. At this stage 
the solution was at pH 5.0 and slightly coloured yellow. After 
evaporation, methylaleohol was added to the syrupy residue and 
the deposit was washed with 95% aleohol and ether and dried. 
The white powder obtained weighed 2.1 gms. 

The substance was next kneaded with 4.3 cc. of water and 
shaken with 65 ec. of glacial acetic acid for 6 days and the insoluble 
part was centrifuged off. The supernatant fluid was precipitated 
with double the volume of 95% alcohol, and the precipitate to- 
gvether with the insoluble residue above was washed with aleohol 
and ether, until no acetic acid remained, and after drying over 
P20; was boiled gently, under reflux for 7 minutes with 11 ce. 
of acetic anhydride and 1.1 gm. of anhydrous zine chloride, which 
had been dissolved in advance by slightly warming in acetic 
anhydride. After cooling, the solution was poured into 5 volumes 
of water and the substances which precipitated were dissolved in 
acetic ester (all went into solution) and re-precipitated with 5 
volumes of ether. The water soluble portion was removed from 
the precipitate first by kneading with 7 cc. of water then by dis- 
solving the insoluble part in chloroform (25 cc.) and shaking it 
with water. The chloroform solution was precipitated with double 
the volume of petroleum ether and the precipitate was dried after 
washing with ether. Yield here was 390 mems. 

Deacetylation was proceeded as follows. The acetyl derivative 
in 2.2 ce. of chloroform was cooled in a freezing mixture and mixed 
with 4.3 ec. of similarly cooled methanol solution of metallic sodium 
(0.6gm. of sodium in 100 cee.) and, when the whole mixture 
attained a jelly consistency, a 2.2 ec. portion of water was added, 
dissolving the precipitate. The deacetylation product was settled 


1) The dried mixture was 1.1 gm, and contained 30% hexose as mannose. 
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down with 22 cc. of absolute ethanol and dried, after washing with 
aleohol and ether. As the product was coloured brown, it was 
dissolved in 43 ec. of water, and H.S-gas was passed after addition 
of 3.2ce. of 1m. lead acetate solution. Acetic acid in the solution, 
which had been freed of lead, was extracted with ether and the 
solution was precipitated with absolute alcohol after condensing 
it to a syrupy consistency. For further purification, the dried 
substance was dissolved in 11 ee. of absolute methanol, the insoluble 
part was centrifuged off, and the precipitate obtained by means of 
chloroform was washed with ether and dried. The preparation 
(about 90 mgms.) thus became colourless and hygroscopic. - 


Physical and chemical properties of the preparation. 


Analysis was made by the methods employed in the determina- 
tion of polysaccharide from ovomucoid. The figures obtained are 
seen in Table I. 


TABLE I. 
Analyses : In per cent In equivalents nen 
equivalent weight 
Nitrogen 3.23 1.11 
Hexose* } 55.7 1.49 
Glucosamine 37.2 1.00 
Acetyl ; 10.3 1.15 
Reducing force 
on ferricyanide 
as glucose: 
a) per se 12.0 
b) after hydro- 57.5 
lysis** De 
Ashe 3.61 


* Expressed as a mixture of equal parts of galactose and mannose. 


** Heated in a boiling water-bath with 1 n. H2SO, solution for 3 hours. 
*** By micro analysis. 


Optical rotation : 


ra}? — 0.062 3.5028 


= = = 911° 
0.0238 x 1.0023 x1 


eden ere 
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DIE BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER 
LEBERFUNKTION IN DEN TOKOLOGISCHE 
UND GYNAEKOLOGISCHEN GEBIETEN. 


I. Abteilung. 
Uber die gesunden Nichtswangeren und Schwangeren. 


VON 


TAKEO KYUTOKU. 


(Aus der Kokaidoritsu Shariin Tin. Direktor: Dr. Y. Sendiu.) 


(Bingegangen am 1. Juli 1941) 


KINLEITUNG. 

Die Schwangerschaft ist ein physiologischer Vorgang im 
lebenden Organismus, doch das befruchtete Ei entwickelt sich im 
miitterlichen Organismus rasch wie eine bosartige, fremdartige 
Neubildung, und infolgedessen entstehen die auf das Hiweiss der 
Placenta u. a. reagierenden Stoffe, die aus Stoffen des Nichtsch- 
wangerschaftsblutes gebildet wurden. Ferner steigert sich bei 
Schwangerschaft der Stoffwechsel, und die Beleibtheit ; Funktions- 
steigerungen zeigen sich im Geschlechtsorgan und anderen ent- 
fernten Organen; die fremdartigen Stoffe also, die bei Nichtsch- 
wangerschaft nie gefunden werden, miissen bei Schwangerschaft 
anerkannt werden: wenn Funktionsstorungen, infolge der oben- 
genannten, fremdartigen Stoffe, bei den Schwangeren auftreten, 
muss eine Art vom Zustande der Vergiftung bei ihnen entstehen, 
wenn die Organe nicht tiber geignete Gegenmittel Verfiigen. Dem- 
nach ist wiederum die Leberfunktion zu beriicksichtigen, weil die 
Leber, die Stoffwechse!produkte verarbeitet und diese Gifte un- 
schiidlich macht. Die haufigen Leberfunktionsstorungen wahrend 
der Schwangerschaft sind bestatigt durch die folgenden Forscher : 
I. Tarnier und Blot(1856), Hofbauer(1899) wiesen alimentaire 
Glykosurie bei der Schwangerschaft nach; besonders Hofbauer 
(1908) machte die Existenz der Schwangerschaftsleber auf Grund 
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von Insuffizienz und anatomischen Befund der Leber 6ffentlich 
bekannt; Schréder (1905), Reichenstein (1909), Falk und 
Hesky(1909), Strauss(1910), v. Funk(1913), Neu and Keller 
u.a. untersuchten die Leberfunktion inbezug auf Zucker, doch 
Benthin (1911), Guggisberg (1917) u.a. funden, dass die 
Schwangerschaftsleber nicht immer entsteht, Walthard (1922) 
erkannte die Existenz der Schwangerschaftsleber nur kurz vor 
und nach Geburt an; Masuda, Nakamura, Kamada, Yokota 
u.a. erforsechten den Blutzucker,, aber ihre Ergebnisse waren 
ungleich. I]. Wenn auch Miinzer, Frey, Janney, Landsberg, 
Schickele, Heynemann u.a. durch ihre Untersuchungen tber 
den Hiweiss-stoffwechsel zu einem bestimmten Ergebnis kamen, so 
wiesen doch E. C. van Leersum, Rebandi, Falk, Hesky u.a. 
die Zunahme der Aminoséure in Blut nach, und H. Salmon 
vermutete, dass die Stoffwechselstorung durch die Zunahme der 
Oxyproteinséure entsteht; Yamada, Falk, Hesky, Kito, Imai, 
Bar, Landsberg, Gammeltoft und Hasselbach teilten die 
Veranderung der Harnstoffsynthese mit. III. Lemaire, Bar, 
Daunay, Gleiser, Heynemann, Niirnberger, Sieber, 
Walthardjun, Seiz, Merletti, Mandelbaum und Hellmuth 
berichteten die Zunakme des Urobilin im Urin; Lepehne, 
Gilbert, Dereboullet, Stern, Yepo, Hellmuth und Ikeda 
teilten die Zunahme der Bilirubin in Blut mit. VI. Schirokaner 
und Wilencko u.a. wiesen eine Zunahme der Diastasemenge der 
Leber nach. V. Dellechiai wiesen die Verminderung des 
Leberglykogen nach. Neuerdings bewies J. Hofbauer (1933) 
die Leberfunktionsstorung durch einen gewissen Stoff von Zotten 
der Bergmann’schen Probe bei Schwangerschaftstoxikose. Weiter 
stellten H. Dietel (1935) auf dem Gebiet des Kohlehydratstoff- 
wechsels, W. Neuweiler (1934) durch Takatasche Reaktion, 
Bokelmann (1935) durch Eiweiss-Kohlehydrat-stoffwechsel, J. n. 
Freidheit (1932), E. S. King und L. A. Siegel durch Bromsul- 
falein, Ludolf Herold (1939) durch Kohlehydrat-, Eiweiss-, 
Gallenfarbstoff- und Porphyrinwechsel, Yokota durch ein Hormon 
der Hypophysen, eine Steigerung oder Stérung der Leberfunktion 
fest. 
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Es wurde durch histologische und biochemische Untersuchun- 
gen vieler Forscher anerkannt, dass eine Veriinderung ver- 
schiedenen Grades sich in der Leber bei normaler Schwangerschaft 
und bei Schwangerschaftstoxikose zeigte. In vorliegen der Arbeit 
habe ich die Entgiftungsfahigkeit der Leber bei Schwangeren und 
Nichtschwangeren biochemisch, vergleichend zu erforschen  ver- 
sucht. 

Es wurde durch umfassende Untersuchungen von Quick nach- 
gewiesen, dass bei einer grossen Zahl von Lebererkrankungen, wie 
luische Cirrhose, Ikterus, aber auch bei pernizidser Animie die 
Synthesefahigkeit des Organismus fiir Hippursiure vermindert 
wird; Von Quick wurde diese Paarung fiir einen Entgiftungs- 
mechanismus gegen die in den Organismus eingedrungene 
fremdartige Benzoesaure gehalten; nach den Untersuchungen 
Wohlers wird durch einfache Paarung von Benzoesdiure mit 
Glykokoli innerhalb des Saugetier-organismus Hippursidure ge- 
bildet. 


CeH;COOH+ CH2(NH2) COOH=C¢H;-CO-NH:-CH2COOH + H20 


Bunge, Schmiedeberg, Kingsbury und Swanson(1921), 
Snapper und Griinbaum(1924), Bryan(1925) und Lwashiro 
(1929) u.a. berichteten, dass der Bildungsort der Hippursaure 
die Niere sei, aber Salomon, Kingsbury, Bell, Friedmann 
und Tachu (1911), Quick (1931, 19382), Kanzaki (1933), 
Lackner, Levinson, Morse (1918), Sasaki (1933), Adlers- 
berg und Minibeck (1936) teilten mit, dass die Hippursaure 
sich bei Menschen und anderen Siiugetieren, ausschliesslich der 
Hunde, nur in der Leber bildese, und die Nieren anderseits, 
wenigstens bei der Ausscheidung der Hippursaure, eime besondere 
Rolle zu spielen hat. 

Nach Ansicht von Quick wird das einen deutlichen Parallelis- 
mus zwischen der Schwere der Lebererkrankung und der Intensitat 
der Hippursaurebildung zeigende und fiir die Hippursaéuresynthese 
notwendige Glykokoll in der Leber gebildet und entstammt dem 
Eiweiss. Bei hoher Zufuhr von Benzoeséure wird Glykokoll in 
Form von Hippursiure, je nach dem zerfallenden Hiweiss, aus- 
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geschieden; Quick (1933, 1936) hat darauf seine neue souverane 
Methode Leberfunktionspriifung, die von Adlersberg und 
Minibeck (1936), Kohlstaedt und Helmer (1936), Fouts, 
Helmer und Zerfas (1937) und Neuweiler (1939) u.a. nach- 
gveprift worden ist, formuliert. 

Auf Grund der bereits mitgeteilten Beobachtungen wurden 
die nachfolgenden Untersuchungen angestellt. 


VERSUCH. 


Die Versuchsanordnung war folgende: Zunachst wurde der 
Urin der Versuchsperson einen ganzen Tag lang vor Belastung 
gesammelt, dann die ausgeschiedene Hippurséuremenge gemessen, 
dann mit dem des ganzen Tagesharns nach der Belastung ver- 
glichen. 

Der Versuchsperson wurde friih morgens niichtern nach voll- 
stindiger Leerung der Blase 10% Nat. benzoicum 20 cem im Ver- 
lauf von 5 Minuten intravenos langsam eingespritzt, weil folgende 
voriibergehende Nebenwirkungen: Schwindel, Ubelkeit und Druck- 
schmerz in der epigastrialen Gegend u.a. W., bei schneller EKinge- 
spritzung, auftreten Konnen; wie langsam auch eingespritzt wird, 
der Patient klagt tiber einen stechenden Schmerz dem Gefass 
entlang.. 

Bald nach der Injektion wurden etwa 100 cem Wasser per os 
gegeben, um eine Verminderung der ausgeschiedenen Harnmenge 
za vermeiden, dann 1 Stunde spater der Urin gesammelt, evtl. 
3 Stunde spater und nochmals 3-24 Stunden spiater. Darauf 
wurden Menge, Hiweiss und Beschaffenheit des Urins nach 
Kanzaki (1933) direkt titrimetrisch bestimmt. Diese Analyse 
wurde taglich, und zwar regelmassig an demselben Tage aus- 
gefuhrt, an dem eine Harnprobe erhalten wurde. Essen wurde 
vor Sammlung des 1 Stunden- und 3 Stundenharnes nicht gegeben, 
sondern erst nach Sammlung des 3 Stundenharns. Die aus- 
geschiedene Hippursaure wurde berechnet, und das Gewicht der 
gefundenen Hippursdure wurde in Benzoesdiure durch Multiplika- 
tion mit dem Faktor 0,6815 umgerechnet; schliesslich wurde der 
Quotinent der im Harn wiedergefundenen Benzoesdure zur 
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eingegebenen Saure berechnet. 

Die hierbei gewonnene Prozentsitze weisen darauf hin, in wie 
grosser Menge die belastetende Benzoesiure in Form von Hippur- 
sdure im Urin ausgeschieden wurde. Die Versuche wurden an 
43 Schwangeren und 42 Nichtschwangeren angestellt. 


RESULTATE. 


Menge, Reaktion, HEiweiss des Harns und ausgeschiedene 
Hippurséuremenge im Harn sind aus Tabelle [ und II, die anderen 
Ergebnisse aus Tabelle III, IV, V und VI ersichtlich. 


[A] Bet den gesunden Nichtschwangeren. 


I. Uber die ausgeschiedene Hippursaure 1 Stunde nach Belastung. 

Die Ergebnisse bei gesunden Nichtschwangeren ergeben sich 
aus Tabelle I, III] und IV. Wir haben beobachtet, dass die Hippur- 
sdaureausscheidung 1 Stunde nach Belastung, zwischen den Werten 
0,609-1,969 g schwankend, im Mittel 1,334 ¢ betrug; die Prozent- 
satze, zwischen 24,45-79,02% schwankend, durchsehnittlich 53,51 %. 

Es zeigte sich, dass die Hauptmenge, tiber die Halfte der 
Hippursaure bei den normalen Nichtschwangeren 1 Stunde nach 
Belastung gebildet und ausgeschiedenen wurde. 

Unsere vorliegenden Versuche wurden gleichzeitig, um Ver- 
eleichsmoéelichkeiten zu erhalten, an Japanerinnen und Korearin- 
nen in Westkorea untergenommen. Dies ist von grossem Interesse, 
denn im allgemeinen ist es in Korea Sitte, bei gewohnlichen 
Mahlzeiten scharf gewiirzte Speisen einzunemmen; es ist zu 
bemerken, dass besonders Leberzirrhose in Korea haufig beobachtet 
wird; es wure sehr erfreulich, wenn unsere Versuche auch fur 
die Erforschung der Leberzirrhose sich als niitzlich eweisen wurden. 

Bei den japanischen Nichtschwangeren betrugen die Werte 
der Hippursiure 1 Stunde nach Injektion zwischen 0,986—1,605 g 
und waren im Mittel 1,272 g¢: die Prozentsitze waren also, zwischen 
36,60-64,42% schwankend, im Mittel 50,95%. 

Bei den koreanischen Nichtschwangeren waren die 1 Stunden- 
werte der ausgeschiedenen Hippursaéure, zwischen 0,609-1,969 g 
schwankend, im Mittel 1,402 ¢: die Prozentsiatze, zwischen 24,45— 
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Menge, Reaktion, Hiweiss des Harns, und ausgeschiedene Hippur 
= vor Belastung 
Name = a S in 24 Std. 2 
< py eo a = 
a Harnmenge = Hippursaure a 
in ae in 
-m. S g 
ce i 
bei 
Tsuru, K. 39 S — 1650 Ss 1.1814 _— 
Momotake, S. 54 4 <= 1020 Ss 2.4648 = 
Tsuno, S. 38 2 — 882 Ss 1.3814 — 
Kaku, T. 22 = — 562 SS) 1.2071 = 
Momotake, K. 20 = — 1820 Ss) 3.9093 _ 
Shimizu, T. 41 1 = 1730 A 3.7160 — 
Yoshida, K. 58 — = 1620 Sg 4.0597 — 
Tanaka, A. dT 6 _— 880 Ss 2.5203 c= 
Watanabe, T. 30 == == 750 N 1.2753 — 
Otachino, T. 30 = _— 730 Ss 1.8947 oo 
Inoue, T. a7, = = 965 Ss 1.3787 — 
Noguchi, F. 3 3 == 804 SS) 1.1513 _— 
Uchino, H. 32 3 == 1166 'S) 1.2522 == 
Masuno, A. 21 — — 1265 A 2.0327 —_— 
Koga, T. 21 = = 1374 SS) 2.4594 —_ 
Kenmochi, K. 2 — 38 800 A 1.0024 _ 
Higashi, T. 17 == = 1205 S) 0.6470 — 
Ono, M. 18 = = 797 Ss} 0.5706 _ 
Watanabe, T. 38 8 = 861 S 1.4641 —_ 
Fujise, T. 26 3 — 776 iS 1.1112 — 
Makino, K. 36 2 = 1051 A 0.8465 — 
Numata, T. 22 _ _— 1229 Ss. 0.7699 — 
bei 
Re Es 20 = — 692 SS) 2.0382 -- 
Kin, 8. 33 4 _ - 425 SS) 0.7607 — 
Gin eh 22 — _ 1353 iS) 1.6953 —_— 
Ri, M. 30 3 —_ 1110 Ss 2.13862 — 
Sai, K. 35 5 — 915 Ss 2.7024 — 
Hirano, H. 42 4 —_ 950 Ss 1.1903 — 
Ri, Ri 34 6 — 1052 S) 1.4123 — 
Boku, R. i8 = _ 900 N 1.6110 = 
Kaneta, S. 50 9 — 819 ) 1.8458 — 
Hirano, K. 22 == = 1100 $ 1.8287 — 
Nin, J. 25 1 — 872 S 1.6389 —_ 
Kan, H. 22 — = 1550 S) 2.0808 _ 
Matsuyama, O. 22 ih = 2310 S 1.4472 = 
Tain, 26 — —= 958 NS) 1.2860 = 
(Rios Ds 20 —_— — 763 Ss) 0.4197 a 
Miyoshi, K. 20 — — 961 SS) 0.6850 = 
Kurehara, H. 17 —_ — 1320 Ss 0.5907 —_— 
Matsuyama, E. 19 —_ a 855 A 0.7637 n= 
Matsuyama, Y. 20 —_— — 962 Ss 0.2585 = 
Rio, I. PAE -—— — 923 iS 0.4956 ae 
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i 
sduremenge in Harn, vor und nach Belastung bei Nichtschwangeren 
Harn 
nach Belastung 
in 1 Std. in 3 Std. in 3-24 Std. 

Harn- | .3 | Hippur- Harn- | -£ | Hippur- Harn- << | Hippur- 

menge ns saure menge nd sure menge 2 siure 

in cem a ing in com a in g in ecm Ps ing 
japanischen. 

183 iS) 1.6050 77 S) 0.7073 1170 Ss 1.6754 
81 Ss 1.1164 125 Ss 1.2655 1092 Ss 2.8342 
97 SS) 1.3195 141 Ss 0.7732 850 Ss) 1.5215 

150 Ss 1.3425 52 Ss 0.8289 180 SS) 0.4188 

103 Ss 1.1101 224 Ss) 1.5172 2100 s 4.8867 

104 A 0.9866 184 Ps) 1.1683 1255 Ss 2.8080 

110 S) 1.2798 127 Ss 0.8310 1570 Ss 1.1241 

206 Ss 1.5671 157 S) 1.1974 1520 iS) 1.3604 

114 Ss 1.3059 236 Ss 1.1373 378 Ss 0.9810 
46 SS) 1.0416 45 Ss 1.0172 670 Ss 1.6490 

106 SS) 153281 234 Ss 1.2843 1220 Ss) 2.1838 

108 SS) 1.4305 362 SS) 1.0740 530 Ss 0.9961 
86 s 1.3392 182 SS) 1.2224 546 S 0.9673 

128 A 1.1456 145 iS) L933 1558 Ss L132 
64 Ss 1.1513 134 S) 1.4835 1244 Ss 0.8906 

220 A 1.3182 110 iS} 1.1146 762 Ss 0.8865 

106 S) 123383 51 Ss) 1.0074 940 Ss 1.0936 
82 Ss 1.2402 76 ) 0.9827 694 iS) 0,8863 

195 SS) 1.5660 103 Ss 0.8761 885 iS) 1.4257 

272 SS) 1.2172 259 Ss 1.1814 933 Ss 0.9185 

176 A 1.2129 274 S) 0.9637 964 Ss 1.0353 

225 iS} 1.1478 180 Ss 0.8511 938 Ss 1.0074 

koreanischen. 
82 s 0.6091 184 Ss 0.5878 1085 Ss 1.9421 
82 iS) 0.7852 38 Ss 0.8780 461 Ss 0.7839 

84 Ss 1.7065 60 S) 0.7126 890 Ss 1.1151 
85 S) 1.5823 147 s 1.1878 1306 S 1.7533 

130 iS) 1.6870 64 S) 0.1926 770 ) 1.1715 

178 NS) 1.3541 32 Ss 0.6444 Sy fe Ss) 1.3333 

136 s 0.8033 69 S$ 0.2319 485 iS) 0.7379 

120 S) 1.5680 57 S 0.6149 689 S 2.11382 

109 ) 1.5701 127 SS) 0.9470 640 Ss 1.0310 
76 Ss 1.2588 65 Ss 0.7616 970 S) 1.6494 

270 S) 1.5224 253 Ss 0.8524 646 SS) 1.0407 

166 i) 1.5599 334 iS) 0.7417 1026 SS) 1.5610 

135 S 1.9090 169 iS) 0.6065 1926 Ss) 1.0342 

100 i) 1.9690 102 Ss 0.4733 764 Ss 0.8889 

134 Ss 1.1207 174 Ss) 1.3358 1176 Ss 1.9997 

206 iS) 1.3827 64 S 0.8660 1286 Ss 2.0717 
17% 8 1.3920 48 S) 0.6136 913 Ss 1.0627 

211 Ss 1.3408 72 S) 0.9136 Wo) SI 0.9459 

118 Ss 1.2039 149 S) 0.9978 725 iS 0.8435 

245 iS) 1.7322 90 ) 0.5606 815 Ss) 1.2400 
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TABELLE 
Menge, Reaktion, Eiweiss des Harns, und ausgeschiedene Hippur 


‘= vor Belastung 
® x S) ; n 
Name + 3S si in 24 Std. 2 
xq Ay Ee Wiens a = 
gq |Harnmenge| -2 |Hippursiure 3 
in wg in 
com s g 
bei 
Yokokura, H. 28 | 1 VI 700 iS) 1.6647 aa 
Ishizuka, F. aul 3 W 76 N 1.8032 — 
Ono, T. 23 2 VI 925 Ss 1.2418 — 
Sugii, M. 40 5) Vir 1200 A 2.0406 _ 
Abe, T. 35 5 VI 344 Ss 1.2622 == 
Oishi, M. 30 2 axa 1250 S) 3.3562 — 
Igarashi, T. 23 —_ x 1336 S) 2.0327 — 
Yasumoto, K. 28 2 Vv 1058 SS) 0.6628 — 
Kawahage, S. 30 4 Vv 1472 s 1.4491 — 
Hirano, T. 19 [o= ay 720 S 2.8353 = 
Sasaki, T. 26 = WV 888 SS) 0.9934 — 
Miyachi, N. 29 ==> VI 1205 Ss 0.8427 — 
Tsutsumi, 8. 21 = V 840 SS) 0.9773 — 
Terashima, S. 34 D) x 1020 Ss 1.0041 — 
Kamada, J. 25 — VL 788 Ss 0.8463 — 
Mori, K. , 2, — TL 864 Ss 1.8558 _ 
Kawahara, S. 29 3 WV 750 Ss 1.1411 —_ 
Ito, S. 28 2 VOL 629 A 0.4503 — 
Sasaki, K. 25 3 WV 765 SS) 1.5062 — 
bei 
Tsurukawa, R. 39 5 WV 360 Ss 1.7076 — 
Boku, K. 24 2 VI 2440 N 2.8389 — 
Owl 31 2 We 1130 N 1.4664 oS 
Ro, 23 i ane 2050 Ss 2.0182 — 
Ri, 8. 44 133 VI 810 N 1.0274 me 
Boku, R. 20 2 Ay 780 A 1.6053 = 
Kawashima, S. 25 1 Vil 872 Ss 1.7389 — 
Mahara, 0. 35 4 x 1700 N 3.1915 — 
Bun, H. 2 3 Vv 784 A 1.5437 — 
Kame 33 5 V 1098 A 2.1619 = 
Hiranuma, T. 36 5 VII 580 SS) 1.8168 — 
Kin, F. 37 +L VII 1700 oe 3.1951 a 
Ri, M. 2 1 Vi 526 A 1.0827 = 
TBs Sh 21 it It 1038 S 1.9537 — 
U8: 18 — Ng 865 Ss 1.0142 = 
Ko, K. 20 = VI 452 Ss 0.8090 = 
Go, R. 20 = VI 1160 Ss 1.4534 == 
Yasumoto, S. 25 2 x 1200 s 1.0640 — 
Cho, S. 31 4 x 1273 A 1.4811 —= 
Ri, K. 23 — x 1040 Ss 1.5823 —_— 
Boku, S. 20 — x 1056 A 1.1341 — 
Yamashiro, T. yi 4 VI 680 Ss 12172 —_— 
Kanaya, K. 22 a I 925 Ss 1.4901 = 
Nagata, G. 22 — Vi 675 So aleeel0270) — 
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be 
sauremenge in Harn, vor und nach Belastung bei Schwangeren. 
Harn 
nach Belastung 
in 1 Std. in 38 Std. in 8-24 Std. 
Harn- -= | Hippur- Harn- | .& | Hippur- Harn- | .2 | Hippur- 
menge | % siiure menge | ¥ siure menge | + siure 
in ccm 2 in g in ecm e in g in ecm s ing 
japanischen. 
83 S) 0.8319 199 SS) 1.5828 682 Ss 0.6013 
184 N 1.2351 ala lie) Ss) 1.3388 802 SS 0.1435 
62 Ss) 1.4974 232 NS) 1.1302 735 Ss 1.6445 
273 8 1.6126 114 SS) 11314 1044 Ss 2.1490 
312 SS) 1.5637 144 S 1.2931 500 Ss 1.0292 
115 Ss 1.8645 283 Ss 1.3368 766 Ss 2.4680 
312 Ss 0.8377 138 Ss 1.3586 1494 Ss) 2.3731 
128 Ss 0.9966 201 Ss ass. v4 1323 iS) 1.5451. 
280 SS) 1.2279 372 iS} 1.1014 1477 Ss) 1.7184 
27 Ss 0.5872 58 Ss} 0.9542 500 Ss 0.8055 
76 Ss 1.4964 79 Ss 0.8522 868 SS) 0.2429 
168 Ss) 0.2479 44 8 0.9810 834 Ss 0.8957 
160 iS) 1.3880 188 SS) 0.9082 270 SS) 0.9424 
164 iS) 0.5577 80 Ss 1.2674 935 Ss 1.0041 
93 Ss) 1.0886 60 Ss) 0.8241 920 Ss) 0.8410 
71. NS) 1.4805 75 Ss 1.0131 1450 iS) 1.2977 
62 SS) 1.5592 49 Ss 0.7975 1183 SS) 1.5881 
134 A 1.4031 134 Ss 0.7646 849 Ss 0.7603 
66 Ss} 1.0278 77 Ss 1.3008 894 Ss 1.0401 
Koreanischen. 
50 Ss 1.1008 89 SS) 1.3875 « 810 iS) 1.3774 
103 Ss 0.3134 106 SS) 0.7979 2200 Ss 1.8705 
77 SS) 0.7305 90 Ss 1.4526 385 Ss 10681 
132 S) 1.1210 142 SS) 0.8948 1140 SS) 1.5304 
140 S) 1.2530 159 Ss 0.8663 758 Ss) 0.8140 
75 A ae 2005 37 S| 0.7564 885 S| 1.1088 
72 S) 1.1271 149 SS) 1.1779 582 iS) 0.9896 
100 SS) 1.3254 299 Ss 1.1413 2010 S) 3.9576 
65 A 0.9017 193 iS) 0.8964 1083 Ss 1.6477 
105 SS) 1.3488 55 Ss 0.7011 1300 Ss 3.0251 
37 S) 0.7020 170) das 1.5696 440 SS) 0.9451 
96 Ss 1.1562 63 SS) 0.6204 854 Ss 1.5286 
138 Ss 1.2721 108 S 1.1840 400 Ss) 0.5728 
70 SS) 1.2091 40 iS) 0.6558 1025 Ss) 1.4678 
70 Ss 1.1966 76 iS) 1.0399 774 SS) 0.8312 
45 Ss 0.9948 58 S 1.1085 734 SS) 1.3138 
174 Ss 0.7160 225 S) 1.2052 925 SS) 1.4901 
72 NS) 0.5799 244 Ss 1.2032 946 Ss 1.2700 
144 A 0.4209 79 A 1.2747 794 A 0.9238 
38 Ss) 0.7686 Age tS 1.3205 695 S 1.2440 
86 A 0.7818 ise |S F197 794 S) 0.9589 
48 ‘S) 1.0822 63 S) 0.9754 820 Ss) 1.5613 
63 Ss 0.8894 65 Ss) 0.5893 994 S) 1.1565 
88 iS) 1.0471 128 Ss 0.9105 716 SS 0.9522 


182 T. Kyutoku: 


TaBELLE III. 
Prozentsitze der im Harn wiedergefundenen Benzoesaure zur eingegebenen 
Siure in 1 Stunde nach Belastung bei Nichtschwangeren. 


= | intravends Hippursdure im Urin 
= & | s | & |verabreichte . 
Name 2 s i Benzoesiure | gefunden a aes 
m |g (A) g g (B) |%(B/Ax100) 
bei Japanischen. 

Tsuru, K. 39 | 5] — 1.6944 1.6050 1.0914 64.42 
Momotake, 8. 54 4|— 1.6944 1.1164 0.7591 44.80 
Tsuno, 8. 38 2a —— 1.6944 1.3195 0.8973 52.96 
Kaku, T. BP NW ||| 1.6944 1.3425 0.9129 53.88 
Momotake, K. 20) | — 1.6944 1.1101 0.7548 44.55 
Shimizu, T. Ada |e — 1,6944 0.9866 0.6709 39.60 
Yoshida, K. 58 | — | — 1.6944 1.2798 0.8703 51.36 
Tanaka, A, Be |G |) 1.6944 1.5671 1.0656 62.89 
Watanabe, T. 30 | — | — 1.6944 1.3059 0.8880 52.41 
Otachino, T. 30 | — | — 1.6944 1.0416 0.7079 41.78 
Tnoue, T. 47 |} — | — 1.6944 1.3281 0.9031 53.30 
Noguchi, F. 32°) 3 | — 1.6944 1.4305 | 0.9727 57.41 
Uchino, H. 32 | 3|— 1.6944 1.3392 0.9107 53.75 
Masuno, A. 215 —— | — 1.6944 1.1456 0.7796 45.98 
Ie@orerehoe UN. PANG || 1.6944 1.1513 0.7829 46.21 
Kenmochi, K. Nal | ele , 1,6944 1.8182 0.8964 52.90 
Higashi, T. 17 | — | — 1.6944 deeaDo 0.8386 49.50 
Ono, M. 3s 1.6944 1.2402 0.8434 49.78 
Watanabe, T. Sis) Sp = 1.6944 1.5660 1.0648 62.85 
Fujise, T. 26" i — 1.6944 1.2172 0.8277 48.85 
Makino, K. SOU eee 1.6944 1.2129 0.7747 45.73 
Numata, T. 22 )— | — 1.6944 1.1478 0.7805 56.07 

im Mittel 1.272 50.95 

bei Koreanischen. 

Rees 20 | —|=— 1.6944 0.6091 0.4142 24.45 
Kin, S. 33 | 4] — 1.6944 0.7852 0.5339 31.51 
Ginnie 22 1.6944 1.7065 1.1604 68.49 
Ri, M. 30} 3] — 1.6944 1.5823 1.0761 63.51 
Sai, K. 35 | 5 | — 1.6944 1.6870 1.1572 68.30 
Hirano, H. 42 4p 1.6944 1.3541 0.9208 §4.34 
Ri, R. 34 / 6 | — 1.6944 0.8033 0.5462 32.24 
Boku, R. 18 | — | — 1.6944 1.5680 1.0662 62.93 
Kaneta, S. 50 9 | — 1.6944 1701 1.0677 63.01 
Hirano, K. 22 | — | — 1.6944 1.2583 | 0.8556 50.50 
Nin, J. 25 | 1)— 1.6944 1.5224 1.0352 61.10 
Kan, H, 224 1.6944 , 1.5599 1.0607 62.60 | 
Matsuyama, O. 22 1/|/— 1.6944 1.9090 1.2981 76.61 4 
Kin, Y. Ae cea | 1.6944 1.15138 | 1.3389 79.02 © 
ios AL. PA | st 1.6944 1.9690 0.762 44.98 
Miyoshi, K. 20 | — | — 1.6944 1.3827 0.9401 55.49 
Kurehara, H. 17|—|— 1.6944 1.3920 0.9466 55.87 
Matsuyama, E. 19) se 1.6944 1.3408 0.9117 53.81 
Matsuyama, Y. | 20 | — | — 1.6944 1.2039 0.8186 48.32 
Rio, I. 27 +— | — 1.6944 1.7322 1.1779 69.52 

im Mittel _ )am-4080 | l 56.33 


im Mittel im allgemeinen 33 aa | 53051 
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TABELLE IV. 


183 


Prozentsitze der im Harn wiedergefundenen Benzoesiure zur eingegebenen 


Saure 3 Stunden nach Belastung bei Nichtschwangeren. 


f = | intravendés Hippursaiure im Urin 
ne © | = |  |verabreichte ae 
gl (A) g g (B) |%(B/Ax100) 
bei Japanischen. 
Tsuru, K. | 89 5) — 1.6944 0.7073 0.4809 28.38 
Momotake, S. 54 4\;— 1.6944 1.2655 0.8605 50.78 
Tsuno, 8. 38 | 2/ — 1.6944 0.7732 0.5258 31.03 
Kaku, T. 22) | —" | 1.6944 0.8289 0.5636 33.27 
Momotake, K. 20] —/— 1.6944 1.5172 1.0317 60.89 
Shimizu, T. 41 1}; — 1.6944 1.1683 0.7944 46.90 
Yoshida, K. 58} — ) — 1.6944 0.8310 0.5650 33.35 
Tanaka, A. 57 6 | — 1.6944 1.1974 0.8142 48.06 
Watanabe, T. S10) |) 1.6944 1.1373 0.7734 45,65 
Otachino, T. 30 | — | — 1.6944 1.0172 0.6917 40.83 
Inoue, T. 47; — | — 1.6944 1.2843 0.8733 51,54 
Noguchi, F. 32) 3/— 1.6944 1.0740 0.7303 43.10 
Uchino, H. 32 3 | — 1.6944 1.2224 0.8312 49.05 
Masuno, A. Pall, ||) =e) == 1.6944 1.198 0.8114 47.89 
Ko cael 21 );—}]— 1.6944 1.4835 1.0088 59.54 
Kenmochi, K. 22);—)}— 1.6944 1.1146 0.7579 44.73 
Higashi, T. 17|}—/|— 1.6944 1.0074 0.6850 40.43 
Ono, M. 18 | — | — 1.6944 0.9827 0.6682 39.44 
Watanabe, T. 38 8);— 1.6944 0.8761 0.5957 35.16 
Fujise, T. 26 a 1,6944 1.1814 0.8033 47.41 
Makino, K. 36} 2) — 1.6944. 0.9637 0.6553 38.68 
Numata, T. 22 |; — | — 1.6944 0.8511 0.5787 34.16 
im Mittel  akoree 43.19 
bei Koreanischen. 

Ree 20|;—|— 1.6944 0.5878 0.3997 23.59 
Kin, 8S. 33 4} — 1.6944 0.8780 0.5970 35.24 
Isetias de 22 ;—|— 1.6944 0.7126 0.4845 28.60 
Ri, M. 30 | 3 | — 1.6944 1.1878 0.8077 47.67 
Sane 350) 5. | — 1.6944 0.1926 0.1309 HUE 
inane qucls 42; 4|]— 1.6944 0.6444 0.4881 25.86 
“lei, IR 34] 6|— 1.6944 0.2319 0.1577 9.31 
Boku, R. 18 |} — | — 1.6944 0.6149 0.4181 24.68 
Kaneta, S. 50} 9} — 1.6944 0.9470 0.6440 38.01 
Hirano, K. 22}—|— 1.6944 0.7616 0.5179 30.56 
Nin, J. 25 1/— 1.6944 0.8524 0.5796 34.21 
KRaneure 22) | —"|_ == 1.6944, 0.7417 0.5044 29.77 
Matsuyama, O. 22) 1)— 1.6944 0.6065 0.4124 24.34 
Keineeeve 26 | — |= 1.6944 0.4733 0 3218 18.99 
Rani a 20;—|}— 1.6944 1.3358 0.9084 53.61 
Miyoshi, K. 200 | | 1.6944 0.8660 0.5888 34.75 
Kurehara, H. 17 |} — 1) — 1.6944 0.6136 0.4172 24.63 
Matsuyama, E. 19) —|}— 1.6944 0.9136 0.6212 36.67 
Matsuyama, Y. | 20 /— | — 1.6944 0.9978 0.6785 40.04 
Ovals 2a 1.6944 0.5606 0.3812 22.50 
im Mittel le Oxia. ] 29.54 
im Mittel im allgemeinen | 0.913 36.69 
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TABELLE V. 
Prozentsiitze der im Harn wiedergefundenen Benzoesaéure zur eingegebenen 
Sdure in 1 Stunden nach Belastung bei Schwangeren. 


3 | intravenés Hippursaiure im Urin 
ne @ | & | g |verabreichte megerechn 
Name = é Gh Benzoesiure | gefunden aa aren 
i g (A) g g (B) |%(B/Ax100) 
bei Japanischen. : 

Yokokura, H. | 28! 1 | VI 1.6944 0.8319 0.5657 33.39 
Ishizuka, F. eS i7ia ie Sal 1.6944 1.2351 0.8398 49.57 
Ono, | 23 OLN Nh 1.6944 1.4974 1.0182 60.10 
Sugil, M. 40 5 | VOI 1.6944 1.6126 1.0965 64.72 . 
Abe, T. ino 5 | VI 1.6944 1.5637 1.0633 62.76 
Oishi, M. 30 2 tek 1.6944 0.8645 0.5879 34.70 
Igarashi, T. -—|—|x 1.6944 0.8377 0.5696 33.62 
Yasumoto, K. || 2 oaiaNa 1.6944 0.9966 | 0.6777 40.00 
Kawahage, 8S. |30| 4] ¥ 1.6944 1.2279 0.8350 49.28 
Hirano, u. (Loe Il 1.6944 0.5872 0.3993 2arou 
Sasaki, T. | 26 | — | WV 1.6944 1.4964 1.0175 60.06 
Miyachi, N. | 29 OR NL 1.6944 1.2479 0.8486 50.08 
Tsutsumi, S. '21|—|]WV 1.6944 1.3880 | 0.9438 55.71 
Terashima, S. | 34 Bll 2 1.6944 0.5577 0.3792 22.38 
Kamada, J. | 25 | — | VI 1.6944 1.0886 0.7402 43 69 
Mori, K. 205s ep 1.6944 1.4805 1.0067 59.42 
Kawahara, S. | 29 olay 1.6944 1.5592 1.0603 62.58 
Ito, S. | 28 2 | Vill 1.6944 1.4031 0.9541 56.31 
Sasaki, K. | Opn lesan 1.6944 1.0278 0.6989 41.25 

im Mittel 1.183 47.54 

bei Koreanischen. 

Tsurukawa 39 oo) VE 1.6944 1.1008 0.7485 44.18 
Boku, K. 24 2/ WW 1.6944 0.3134 0.2131 12.58 
Onn 31 2a Vi 1.6944 0.7305 0.4967 29.38 
Ro, falp 23 xe 1.6944 1.1210 0.7633 45.05 
Iai 1S). 44 | 13 | VI 1.6944 1.2530 0.8720 51.47 
Boku, R. 20 PAN NYE 1.6944 1.2015 0.8170 48.22 
Kawashima 25 TE SUH 1,6944 1.1271 0.7664 45,23 
Tahara, T. 35 AW Ve 1.6944 1.3254 0.9017 Dove 
Bun, H. 28 AG 1.6944 0.9017 0.6131 36.19 
Konan 33 by ANY 1.6944 1.3438 0.9138 53.93 
Hiranuma, T. 36a Salil 1.6944 0.7020 0.4773 28.17 
Kin, F, 37 | 41V 1.6944 1.1562 | 0.7865 46.42 
Ri, M. Sula |t MEE 1.6944 1.2721 | 0.8650 51.05 
Ris: ake aes alll 1.6944 1.2091 | 0.8222 48.53 
U.S: 18 |—|V 1.6944 1.1966 | 0.8137 48.02 
Ko, K. 20 | — | W 1.6944 0.9948 | 0.6764 39.92 
Go, R. 20 | — | Wi 1.6944 0.7160 | 0.4871 28.75 
Yasumoto, S. 25 2) xX 1.6944 0.5799 0.3949 23.29 
Cho, S. Sila aa 1.6944 0.4209 | 0.2862 16.89 
Tatty, LEX 23 | —| xX 1.6944 0.7686 0.5226 30.85 
Boku, S. 20 |/—}] xX 1.6944 0.7818 0.5318 31.39 
Yamashiro, T. 2 4) W 1.6944 1.0822 0.7362 43.45 
Kanaya, K. BR) == | Ii 1.6944 0.8894 0.6050 30.01 
Nagata, G. PA —— |) 1.6944 1.0471 0.7123 42.04 

im Mittel | 0.967 38.91 

im Mittel im allgemeinen | 1.063 42.72 
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TABELLE VI. 
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Prozentsitze der im Harn wiedergefundenen Benzoesiure zur eingegebenen 


Saure 3 Stunden nach Belastung bei Schwangeren. 
‘ a intfavenés Hippursiure im Urin 
eee Bias verabreichte ie 
ge |g (A) g g (B) [%(B/Ax100) 
bei Japanischen. 
Yokokura, 1gf. 28 1 | Vi 1.6944 1.5828 1.0763 63.52 
Ishizuka, F. Bf || Saal, Wh 1.6944 1.3388 0.9104 53.73 
Ono, Te 239) 32) (OVE 1.6944 1.1302 0.7685 45.36 
Sugii, M. 40 5 | Vil 1.6944 1.1314 0.7693 45.41 
Abe, ih 35 5 | Vil 1.6944 1.2931 0.8793 51.89 
Oishi, M. 30 D\) aXe 1.6944 1.3368 0.9090 53.65 
Igarashi, T. 23;—| xX 1.6944 1.8586 | 0.9238 54,52 
Yasumoto, K. Bs || Ql AS 1.6944 1.1587 0.7879 46.50 
Kawahage, 8S. SOP a AE 1.6944 1.1014 | 0.7490 44.21 
Hirano, T. 19|— | 1.6944 0.9542 0.6488 38.29 
Sasaki, T. 26 | —|W 1.6944 0.8522 0.5795 34.20 
Miyachi, N. 29 OMEN 1.6944 0.9810 0.6670 39.37 
Tsutsumi, 8. 21|—|W 1.6944 0.9082 0.6176 36.45 
Terashima, S. 3 Ht YG 1.6944 1.2674 0.8618 50.86 
Kamada, J. 25 | — | WI 1.6944 0.8241 0.5604 33.08 
Mori, K. 2 6qle—— ath 1.6944 1.0131 0.6889 40.66 
Kawahara, 8. Bos! eo ey 1/6944 0.7975 | 0.5423 32.01 
Nitros 28 | 2/)VWi 1.6944 0.7646 0.5199 30.68 
Sasaki, K. 25 3/ WV 1.6944 1.3008 0.8845 52.20 
} 
im Mittel 1.109 | 44.56 
bei Koreanischen. 

Tsurukawa By yell ANE 1.6944 1.3875 0.9435 55.69 
Boku, K. 24) .2\! VI 1.6944 0.7979 0.5426 32.01 
Oy Se 2 Av 1.6944 1.4526 0.9878 58.30 
Rosette 23 al XG 1.6944 0.8948 0.6086 35.92 
Ri, S. 44/13] VW 1.6944 0.8663 0.5890 34.76 
Boku, R. 20 oui vi 1.6944 0.7564 0.5110 30.16 
Kawashima OO) 1 | Vil 1.6944 1.1779 0.8009 47.27 
Tahara, 'T. 35 AL |) ME 1.6944 1.1413 0.7761 45.81 
Bun, H. 28 BE AY 1.6944 0.8964 0.6095 35.98 
Kin, E. 33 meal! 1.6944 0.7011 0.4768 28.14 
Hiranuma, T. 36 5 | Vl 1.6944 1.5696 1.0673 62.99 
Txchat,, 1A Bye] Ze att 1.6944 0.6204 | 0.4219 24,90 
Ri, M. Ont tla VL 1.6944 1.1840 | 0.8051 47.52 
Rise Aili ald) alt 1.6944 0.6558 | 0.4459 26.32 
U.S. 18 |—|V 1.6944 1.0399 | 0.7071 41.74 
NOy KG 20 | — | W 1.6944 1.1085 0.7538 44.49 
Go, R. 20|— | WL 1.6944 1.2052 | 0.8196 48.37 
Yasumoto, 8S. Ds || Bi || a 1.6944 1.2032 0.8182 48.29 
Cho, S. Stag x 1.6944 1.2747 | 0.8668 51.15 
RS, 23 |—| xX 1.6944 1.3205 0.8978 52.99 
Boku, S. 205 |F— 1X, 1.6944 1.1979 0.8145 48.07 
Yamashiro, T. 27 | 41] VI 1.6944 0.9754 0.6633 39.15 
Kanaya, K. Zoe 1.6944 0.5893 | 0.4007 23.65 
Nagata, G. 22|;—!1V 1.6944 0.9105 0.6181 36.48 

im Mittel Ose 41.67 

im Mittel in allgemeinen | 1.069 | 42.95 


186 T. Kyutoku: 


79,02% schwankend, im Mittel 56,33%. 

Bei den japanischen Nichtschwangeren konstatierten wir eine 
Herabsetzung der Hippursaduresynthesefahigkeit gegen tuber den 
koreanischen Nichtschwangeren, wir konnten namlich annehmen, 
dass die sich Leber der koreanischen Nichtschwangeren schon 
vorher in einem Reizzustand befand. 


II. Uber die ausgeschiedene Hippurséure 3 Stunden nach der 
Belastung. 


Wie Tabelle IV zeigt waren die 3 Stundenwerte der aus- 
geschiedenen Hippursaure, zwischen 0,192-1,517 g schwankend, im 
Mittel 0,913 @: die Prozentsatze, zwischen 7,73-60,89% schwankend, 
im Mittel 36,69%. Bei den japanischen Nichtschwangeren waren 
die 3 Stundenwerte der ausgeschiedenen Hippursaure, zwischen 
0,707-1,517 g schwankend, im Mittel 1,075 ¢: die Prozentsatzé, 
zwischen 28,38-60,89% schwankend, im Mittel 48,19%. 

Bei den koreanischen Nichtschwangeren waren die 3 Stunden- 
werte, zwischen 0,192-1,335 g schwankend, im Mittel 0,785 g: die 
Prozentsatze, zwischen 7,73-53,61% schwankend, im Mittel 29,54% ; 
wir dirften also jeden obengenannten durechschnittlichen Wert 
als den normalen der gesunden Nichtschwangeren annehmen. 
Ferner waren die gesammten Prozentsatze nach 3 Stunden im 
allgemein 90,20%, bei den japanischen Nichtschwangeren 94,14%, 
und bei den koreanischen Nichtschwanageren 85,87%. Diese 
Resultate entsprechen den Angaben tiber Kaninchen von Dakin 
(1910), Lewis (1914), Raiziss, Dubin (1915), Kingsbury und 
Swanson (1921), Snapper (1924) und Hara (1938). 


[B} Bei den gesundenen Schwangeren. 


Ill. Uber die ausgeschiedene Hippursaure 1 Stunden nach 
Belastung. Vergleiche Tabellen II, V und VI. 

Die 1 Stundenwerte der ausgeschiedenen Hippursiiure bei 
den gesundenen Schwangeren waren, zwischen 0,313-1,612 2 
schwankend, im Mittel 1,063 g: die Prozentsitze, zwischen 12,58- 
64,72% schwankend, im Mittel 42,72%. 

Bei den japanischen Schwangeren waren die 1 Stundenwerte, 
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zwischen 0,557-1,612 ¢ schwankend, im Mittel 1,183 ¢: die Prozent- 
satze, zwischen 22,38-64,72% schwankend, im Mittel 47,54%. Bei 
den koreanischen Schwangeren waren die 1 Stunden werte, 
zwischen 0,313-1,343 g schwankend, im Mittel 0,967 g: die Prozent- 
satze, zwischen 12,58-53,93% schwankend, im Mittel 38,91%. 

Hs ist besonders interessant, dass bei den Schwangeren die 
1 Stundenwerte der ausgeschiedenen Hippursaure geringer als bei 
den Nichtschwangeren waren; diese Ergebnisse waren schliesslich 
abhingig von einem bedeutenden Faktor der Graviditit ausser der 
Belastung. 


IV. Uber die ausgeschiedene Hippursiure 3 Stunden nach 
Belastung. 

Diese 38 Stundenwerte waren, zwischen 0,589-1,582 ¢ 
schwankend, im Mittel 1,069 ¢: die Prozentsitze, zwischen 23,65— 
63,52% schwankend, im Mittel 42,95%. 

Bei den japanischen Schwangeren waren die 3 Stundenwerte, 
zwischen 0,764-1,582 g schwankend, im Mittel 1,109 g: die Prozent- 
sitze, zwischen 30,68-63,52% schwankend, im Mittel 44,56%. 

Bei den koreanischen Schwangeren waren die 3 Stundenwerte, 
zwischen 0,589-1,569 g schwankend, im Mittel 1,038 g: die Prozent- 
sitze, zwischen 23,65-62,99% schwankend, im Mittel 41,67%. 

Bei den Schwangeren waren die 3 Stundenwerte hoher als 
bei den Nichtschwangeren; wir diirften die Prozentsatze, die im 
allgemein 85,67%, bei den japanischen Schwangeren 92,10%, bei 
den koreanischen Schwangeren 80,58% betrugen, als den normalen 
Wert der gesunden Schwangeren annehmen. 


BESPRECHUNG. 


~ Nach den obendargelegten Tatsachen wurde die Hippursaure 
in der Leber gebildet, wie schon viele Autoren mitgeteilt haben, 
aber es wire nicht einfach zu erklaren, warum die ausgeschiedene 
Hippursaduremenge 1 Stunde nach Belastung bei den Schwangeren 
geringer als bei den Nichtschwangeren, jedoch die 3 Stundenwerte 
bei den Schwangeren grosser als bei den Nichtschwangeren ist. 
Von den verschiedensten Standpunkten aus beschaftigten sich 
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eine Reihe von Forschern mit all den Bedingungen, die irgendeinen 
Einfluss auf die Hippursiuresynthese ausiiben konnen, aber die 
Ergebnisse solcher umfangreichen und ausgedehnten Untersuch- 
ungen haben nicht immer miteinander iibereingestimmt. Lewin 
(1901) beobachtete ohne Darreichung von Benzoesaure, dass eine 
erhéhte Zufuhr von Traubenzucker oder eine gesteigerte Eiweiss- 
zufuhr in den Nahrung eine Vermehrung der mit dem Urin aus- 
eeschiedenen Hippursaure zur Folge hatte. 

Wenn dieser Befund auch einerseits spaiter von Koyasako 
(1931) bei Kaninchen bestatigt wurde, wurde er jedoch anderseits 
von Griffith und Lewis nicht anerkannt. Ferner erforschte 
Widmark (1926) bei Menschen, dass bei Ausschaltung der 
Kohlehydrate aus der Nahrung sich die zugeftihrte Benzoesdure 
ungentigend zu Hippursaéure vereinigte; gesttitzt auf diese 
Beobachtung, vertrat er die Ansicht, dass die mangelhafte Ver- 
brennung von Fettsduren und gewissen Aminosdéuren unter 
Bildung von Acetonkérpern und die mangelhafte Synthese von 
Hippursaure bei Kohlenhydratmangel aus einer gemeinsamen 
Ursache folgen diirften. 

Adlersberg und Minibeck (19386) beobachtete, dass bei 
den Diabetikern eine mehr gesteigerte Hippursduresynthese im 
Vergleich mit den normalen Menschen auftrat, wenn Benzoesaure 
den Diabetikern zugefiihrt wurde. Nach Raiziss und Dubin 
(1915) scheiden die mit Benzoesdure gefiitterten kaninchen mehr 
Hippursaure bei Milch-Hierfutter als bei Griinfutter aus. 

Die Untersuchungen von Griffith und Lewis (1923) be- 
wiesen ebenfalls, dass nach Zufuhr von glykogenreichen Eiweiss- 
korpern sich die Hippursdureausscheidung bei gleichzeitiger 
Darreichung von Natrium Benzoat steigerte. 

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass Vitamin B 
(Griffith 1930 und Kumon 1935), Hormon (Griffith und 
Lewin 1923, Sakata 1929, und Koyasako 1981), dus Retikulo- 
endothelialsystem (Ikeyama 1932, Kanzaki 1933), Ermiidung 
(Oka 1935) u.a. gewissermassen auf die zu steigernde Hippur- 
sauresynthese einwirken. 

Der Eiweiss-Stoffwechsel bei den Schwangeren koénnte wohl 
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zu emer Hemmung und Herabsetzung der Oxydationsvorgiinge, 
einer Reihe von typischen Verinderungen wie der Neigung zur 
Stickstoffretention, Verminderung der Desaminierunesfihigkeit 
der Leber, Erhéhung des Aminosiureblutspiegels, Verminderung 
der Harnstoffproduktion in Beziehung stehen; bei unseren Ver- 
suchen sind also die drei Hauptfaktoren zu beriicksichtigen : 

1. Die intravendse Verabreichung der Benzoesaure. 

2. Die Umwandlung der Benzoesiure in Hippursaure in 
Gegenwart von Glykokoll. 

3. Die Ausscheidung dieser Hippursiure aus den Nieren. 
Wenn eine bestimmte Stérung den gesunden Schwangeren von 
einem unter diesen drei Faktoren herriihrt, diirfte sie vor allem 
wohl der Faktor 2 sein, d.h. die Herabsetzung und Verzogerung 
der Hippursaduresynthesefahigkeit, da die Faktoren 1 und 3 gar 
nichts storen diirften. 

Ferner nahm Quick (1931) an, dass der Organismus kein 
Depot von praformiertem Glykokoll aufbewahrt, und dass das mit 
Benzoesdure zu paarende Glykokoll vielleicht hauptsichlich in der 
Leber unter dem Einfluss von Benzoeséure synthetisiert wird; nach 
diesen Beobachtungen sollte soleche Herabsetzung und Verzogerung 
der Hippursaéuresynthesefahigkeit aus einer regelmassigen Ver- 
anderung des Hiweissstoffwechsels in der Schwangerschaft folgen ; 
alle diese Stoffwechsel sind nach der gegenwartigen Ansicht als 
Reaktion auf die anders gestaltete beanspruchung der Leber in 
der Graviditat und die Bediirfnisse des Fetus zuriickzuftihren. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Wenn Benzoesiure 1,6944@ in die Venen der gesunden 
Schwangeren und Nichtschwangeren injiziert wurde, wurde die 
Hauptmenge der Hippursiure in 3 Stunden ausgeschieden. 

2. Die gesunden Schwangeren zeigten eine starkere Herab- 
setzung und Verzégerung der Hippursiuresynthesefahigkeit bei 
der gesammten ausgeschiedenen Hippursduremenge, wie in einer 
und drei Stunden, im Vergleich mit den gesunden Nichtschwan- 
geren; dieser Befund bedeutet nur eine Stérung sowie Leberent- 
giftungstatigkeit durch Schwangerschaft. 
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3. 1 Stunde nach Belastung zeigten die koreanischen Nicht- 
schwangeren eine Steigerung der Hippursduresynthesefahigkeit 
im Vergleich mit den japanischen Nichtschwangeren; dieser 
Befund bedeutet einen Reizzustanud der Leberfunktion, jedoch 
durch Schwangerschaft weiterbelastet, zeigten die koreanischen 
Schwangeren eine Herabsetzung der Hippursdiuresynthesefahigkeit 
im Vergleich mit den japanischen Schwangeren; der Befund 
bedeutet einen Ermiidungszustand der Leberfunktion durch 
Schwangerschaft. 

Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Dr. Y. Sendiu 
fii seine vielfache Hilfe, seine reiche Anregungen und die Revision 
bei der Anfertigung dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aus- 
zusprechen. 
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DIE BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNG DER 
LEBERFUNKTION IN DEN TOKOLOGISCHEN 
UND GYNAEKOLOGISCHEN GEBIETEN. 


II. Abteilung. Uber die schwangeren Kaninchen mit 
experimenteller Leberschadigung. 


VON 


TAKEO KYUTOKU. 


(Aus der Kokaidoritu Schariin Tin. Direktor: Dr. Y. Sendiu.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1941) 


HINLEITUNG. 


Vor kurzem untersuchte ich biochemisch die Leberentgiftungs- 
fahigkeit der gesunden Schwangeren gegen Natr. benzoicum. Diese 
Ergebnisse waren sehr interessant im Vergleich mit den gesunden 
Nichtschwangeren ; es ist klar, dass die gesunden Schwangeren die 
Verzogerung und Herabsetzung der Hippursiuresynthesefahigkeit 
der Leber im Vergleich zu gesunden Nichtschwangeren zeigten, 
wenn die Schwangerschaft auch physiologisch erschien. (Kyu- 
toku, 1941). 

Seit alters sind die Studien iiber das Wesen der Schwanger- 
schaftstoxikose von vielen Forschern fortgesetzt worden, aber es 
gibt noch keine treffende Erklaérung. Dennoch lasst sich deutlich 
erklaren: Die Leberfunktionsstérungen bei Schwangerschaftstox1- 
kose entstehen in verschiedenen Graden, und der physiologische 
Zustand geht ausserdem wahrend der Schwangerschaft sehr rasch 
zu diesem pathologischen Zustande tiber. 

In erster Linie versuchten wir, solehe dem oben genannten 
Zustand ahnlichen Leberschadigungen durch Darreichung von 
Phosphor und Tetrachlorkohlenstoff fiir schwangere Kaninchen 
erzeugend, die Leberentgiftungsfahigkeit in diesem Falle durch die 
neue Leberfunktionpriifung, die von Quick ausgearbeit wurde 
(1933 und 1936), zu erkléaren; Kohlstadt und Helmer (1936), 
Yardumian und Rosenthal, Kageura und Schu teilen diese 
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Quick’sche Methode als wertvoll fiir die Leberfunktionsprifung 
mit, fast mit dieser Methode iibereinstimmend. 

Als Versuchstier wurden gesunde schwangere Kaninchen 
verwendet, weil bei dieser Tierart die Hippursaéuresynthese in der 
Leber nachzuweisen ist. (Friedmann und Tachu 1911, Levinson 
und Morse 1918, Quick 1931 und 1932, Kanzaki 1933, Sasaki 
1938, Adlersberg und Minibeck 1936). 

Im Anschluss an die bereits mitgeteilten Beobachtungen 
wurden die vorliegenden Untersuchungen vorgenommen, um die 
Frage klarzustellen, ob experimentelle Leberschadigung irgendei- 
nen Hinfluss auf die Hippursduresynthese bei schwangeren 
Kaninchen austiben konne. 


VERSUCH. 


Als Versuchstier haben wir gesunde weisse schwangere 
Kaninchen verwendet. Bei bestimmter Kost 3 Tage vor dem Ver- 
such in weitem Kafig, in dem die Versuchstiere sich leicht bewegen 
konnten, wurde ihnen als Lebergift Phosphor und Tetrachlor- 
kohlenstoff gegeben. Diese Tiere erhielten taglich vormittags um 
8 Uhr aufeinmal als bestimmte Kost 150g Unohana mit Gemiise 
pro kg Korpergewicht; Gemiise wurde ohne Beriicksichtigung des 
Korpergewichts stets 20g pro Kopf gegeben. 

Das experimentell zu benutzende Natr. Benzoicum wurde 
zuerst #m Verhaltnis von 11,8 ¢/dl in Wasser gelost, dann 2,5 ecm 
davon (=0,25g¢ Benzoesdure) pro kg Koérpergewicht durch vendése 
Injektion verabfolgt. Einige eem Toluol wurden zur Konservie- 
rung der ausgeschiedenen Hippursiiure dem Urin zugesetzt, und 
der in bestimmten Stunden gesammelte Urin nach der Kanzaki- 
schen Methode (1932) direkt titrimetrisech bestimmt. 


I. Bei gesunden schwangeren Kaninchen. 


Die Versuchsanordnung war folgende: Nach 3 Tagen 
Fitterung mit der oben erwahnten bestimmten Didit wurde erstens 
der vollige Tagesharn ohne Verabfoleung von Natr. benzoicum in 
Gefassen gesammelt und quantitativ gemessen, zweitens die aus- 
geschiedene Hippursiure im 24 Stundenharn gemessem, drittens 
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am nachsten Tag Natr. benzoicum wie oben erwihnt intravends 
injiziert. Der Harn wurde alle 4 Stunden 24 Stunden lang nach 
der Belastung in Gefiassen gesammelt, die ausgeschiedene Hippur- 
saure wurde quantitativ gemessen; dann wurde diese gefundene 
Hippurséure, multipliziert mit 0,68, wieder in Benzoesiiure um- 
gerechnet, schliesslich der Quotient der im Harn wiedergefundene 
Benzoesiure zur verabfolgten Saure berechnet; es weist der hierbei 
gewonnene Prozentsatz darau& hin, eine wie grosse Menge der 
verabfolgten Benzoesdure in Form von Hippursdure im Urin aus- 
geschieden wird. 

Zuerst wurden 10 schwangere Kaninchen bei diesen Versuchen 
verwendet und in zwei Teile geteilt: bei den einen Nr. 1—Nr. 5 
als (A) Gruppe wurde erstens die Leberentgiftungsfahigkeit gegen 
Natr. benzoicum nach der Leberfahigkeitsstdrunge dureh Phosphor 
und dann die Versuche nach Darreichung von Traubenzucker 
vorgenommen, um die Frage klar zustellen, ob Traubenzucker 
irgendeinen Hinfluss auf die Leberentgiftungsfahigkeit gegen Natr. 
benzoicum austiben koénne. Bei den anderen Nr. 6—Nr. 10 als (B) 
Gruppe wurden dieselben Versuche dureh die Darreichung von 
Tetrachlorkohlenstoffs und dann Vitamin B vorgenommen. 


IT. Bei Leberschadigung durch Phosphor. 


Phosphor wurde als 0,04% Phosphorol 0,5ecm (=0,6 mg 
Phosphor) pro kg Kérpergewicht durch die Schlundsonde per os 
den Kaninchen nach dem I. Versuch dargereicht. Die zweite 
Darreichung der gleichen Menge wurde nach 2 Tagen ausgefiihrt 
durch soleche Methode, weiter am nachsten Tag der 24 Stunden- 
harn, kein Natr. benzoicum verabfolgt, in Gefassen gesammelt und 
die ausgeschiedene Hippurséure im 24 Stundenharn quantitativ 
gemessen, dann am folgenden Tag Natr. benzoicum verabfolgt, 
dann nach 4 und 4-24 Stunden der Harn in Gefassen gesammelt, 
die ausgeschiedenen Hippursiéiure gemessen, und dann Benzoesaure 
und ihr Prozentsatz bestimmt. In den Versuchen zeigte sich keine 
spontane Urinlassung innerhalb 4 Stunden nach der Belastung, 
deshalb haben wir jedesmal sterilisierte Katheterisierung aus- 


gefihrt. 
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II. Bei Traubenzuckerzufuhr. 


20% Traubenzucker wurde 20 ecm auf einmal einen Tag per os 
den Kaninchen nach dem II. Versuche, 4 Tage lang, verabfolgt, 
am letzten Tage der 24 Stundenharn gesammelt, die ausgeschiedene 
Hippursaiure gemessen, weiter am folgenden Tag die bestimmte 
Menge Natr. benzoicum dargereicht, darauf der 4 und 4-24 
Stundenharn in Gefassen gesammelt, die ausgeschiedene Hippur- 
sdure gemessen, dann Benzoeséiure und ihr Prozentsatz bestimmt. 


IV. Bei Leberschidigung mit Tetrachlorkohlenstoff. 


Nach dem I. Versuch wurde der Tetrachlorkohlenstoff den 
Kaninchen (Nr. 6—-Nr. 10) als 25% Tetrachlorkohlenstoffol 0,75 
eem (=0,187 ¢ Tetrachlorkohlenstoff) pro kg Kéorpergewicht durch 
die Schlundsonde per os dargereicht. Die zweite Darreichung mit 
der gleichen Menge wurde nach 2 Tagen durch die Schlundsonde 
ausgefiihrt. Weiter am folgenden Tag der 24 Stundenharn, kein 
Natr. benzoicum eingegeben, in Gefassen gesammelt, die aus- 
geschiedene Hippurséiure im 24 Stundenharn gemessen, weiter am 
folgenden Tag mit Natr. benzoicum belastet, darauf der 4 und 4-24 
Stundenharn in Gefissen gesammelt, die ausgeschiedene Hippur- 
saure gemessen und Benzoesdéure und ihr Prozentsatz bestimmt. 


V. Bev Vitamin B Zufuhr. 


Paranutrin (Vitamin B)-Lésung wurde den Kaninchen 20 cem 
pro Kopf auf einmal einen Tag, 4 Tage lang, durch die Schlund- 
sonde per os nach dem IV. Versuch dargereicht, am letzten Tage 
der 24 Stundenharn gesammelt, die ausgeschiedene Hippursiure 
im Urin gemessen, weiter am folgenden Tag die bestimmte Menge 
Natr. benzoicum dargereicht, darauf im 4 und 4-24 Stundenharn die 
Hippursaure gemessen und dann Benzoesiiure und ihr Prozentsatz 
bestimmt. 

Wenn die Dosis des Phosphors oder Tetrachlorkohlenstoffs zu 
viel war, starben wahrend dieser Versuche die Versuchstiere oder 
abortierten oder gebaren zu friih; die vorliegenden Versuche 
wurden also durch leichte Schidigung mit geringerer Darreichung 
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wie oben erwihnt fortgesetzt. 

Dabei liess sich keine nennenswerte Nebenwirkune bemerken. 
Die Versuchstiere wurden mit der bestimmten Diit vom Anfang 
der Versuche bis zu Ende gefiittert. Die Einzelheiten der Ver- 
suche ergeben sich aus den unten erwahnten Tabellen. 


RESULTAT. 


I. Ber normal schwangeren Kaninchen. 

In (A) Gruppe (Kaninehen Nr. 1—Nr. 5) war die in 4 Stunden 
nach der Belastung ausgeschiedene Hippurséure im Harn, zwischen 
den Werten 0,5702-1,0237 @ schwankend, durchschnittlich 0,7588 
@; die wiedergefundene Benzoesiure im Urin in 4 Stunden nach 
der Belastung zwischen den Werten 0,3877 g—0,6961 @ schwankend, 
im Mittel 0,5160 2; also die Prozentsatze, zwischen 57,4%-92,6% 
schwankend, durehsehnittlich 74,8%. 

In (B) Gruppe (Kaninchen Nr. 6—-Nr. 10) war die in 4 
Stunden nach der Belastung ausgeschiedene Hippursiure im Harn, 
zwischen den Werten 0,4152 g—-0,9773 2 schwankend, im Mittel 
0,7340 g; die wiedergefundene Benzoesaure im Urin in 4 Stunden 
nach der Belastung, zwischen den Werten 0,3323 g—0,6645 2 
schwankend, durechschnittlich 0,5091¢; also die Prozentsitze, 
zwischen 51,1%—98,4% schwankend, durehschnittlich 79,0%. Bei 
den Kaninchen (Nr. 1—-Nr. 10) war die in 4 Stunden nach der 
Belastung ausgeschiedene Hippursdéure im Urin, zwischen den 
Werten 0,4152-1,0237 g¢ schwankend, im Mittel 0,7464¢; die 
wiedergefundene Benzoesaure in 4 Stunden nach der Belastung, 
zwischen den Werten 0,3323 g-0,6961e@ schwankend, im Mittel 
0,5125 g; also die Prozentsatze zwischen 51,1%-98,4% schwankend, 
durchsehnittlich 76,9%. (Tabelle I, II u. VII). 


II. Bei Leberschidigung mit Phosphor. 


Die Darreichung des wenigen Phosphors verursacht nur eine 
geringe Verminderung des Kéorpergewichts bei den Kaninchen 
Nr. 4 und Nr. 5, und eine Zunahme desselben bei den anderen. 

Die in 4 Stunden nach der Belastung ausgeschiedene Hippur- 
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TABELLE II. 


Vergleich mit normaler Schwangerschaft. 


Tattay ae sa aay a We in 4 Std. nach 
Kaninchen verabreichte ded ae sale 
Nr. Benzoesture gefunden umgerechnet in Benzoesiure 
g(A) ‘g g(B) % (B/Ax 100) 
a 0,775 1,0237 0,6961 89,8 
o 
= 2 0,675 0,5702 0,3877 57,4 
ES 3 0,675 0,6486 0,4410 65,3 
< 4 0,675 0,9193 0,6251 92,6 
5: 0,625 0,6324 0,4300 68,8 
im Durechschnitt (Nr. 1—Nr. 5). 0,5788 0,5160 74,8 
6 0,700 0,9587 0,6519 93,1 
3 if 0,650 0,4152 0,3323 51,1 
é 8 0,675 0,9773 0,6645 98,4 
a 9 0,600 0,7104 0,4830 80,5 
10 0,575 0,6086 0,4138 71,9 
im Durechschnitt (Nr. 6—-Nr. 10). 0,7340 0,5091 79,0 
im Durchsehnitt (Nr. 1—-Nr. 10). 76,9 


sdure im Urin war, zwischen den Werten 0,0531 g—0,4994 @ schwan- 
kend, im Mittel 0,2911¢@; die wiedergefundene Benzoeséure in 
4 Stunden nach der Belastung zwischen den Werten 0,0361 g— 
0,3399 @ schwankend, im Mittel 0,1980¢; also die Prozentsatze 
zwischen 5,8%-46,9%  schwankend, durechschnittlich 27,1%. 
(Tabelle III, IV u. VII). 


Tl. Bei Traubenzuckerzufuhr. 


Die starke Zufuhr von Traubenzucker liess die Kaninchen 
lebhafte Bewegungen und Steigerung des Appetits zeigen, aber nur 
eines von ihnen, Nr. 4 starb nach der zweiten Darreichung des 
Traubenzuckers. Die in 4 Stvaden nach der Belastung aus- 
geschiedene Hippursiure im Harn war, zwischen den Werten 
0,7414 e—0,9547 eg schwankend, im Mittel 0,8361¢; die wieder- 
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TABELLE IV. 


Bei Leberschadigung durch Phosphor. 


é = Hippursiure im Urin in 4 Std. nach 
5 Intravenos 
Bae Sete cente der Belastung 
re B a, a 
gear’ gefunden umgerechnet in Benzoesiure. 
g(A) g g(B) Jo (B/A X 100) 
0,800 0,3061 0,2081 26,0 
2 0,725 0,4999 0,3399 46,9 
3 0,750 0,4504 0,3062 40,8 
4 0,625 0,0531 0,0361 5,8 
5 0,625 0,1466 0,0996 15,9 
im Durechsehnitt 0,2911 0,1980 PAR fea b 


gefundene Benzoesiure in Harn in 4 Stunden nach der Belastung 
zwischen den Werten 0,5041 ¢—0,6491 ¢ schwankend, durchschnitt- 
lich 0,5685¢, also die Prozentsatze, zwischen 69,5%-95,5% 
schwankend, im Mittel 86,4%. (Tabelle V, VI u. VII). 


IV. Ber Leberschidigungen durch Tetrachlorkohlenstoff. 


Die Darreichung des wenigen Tetrachlorkohlenstoffs verur- 
sachte geringe Zunahme des Korpergewichts nur beim Kaninchen 
Nr. 8, aber leichte Verminderung bei den anderen. ' 

Die in 4 Stunden nach der Belastung ausgeschiedene Hippur- 
sdure im Urin war, zwischen den Werten 0,3307 g—0,6372 g 
schwankend, im Mittel 0,5070¢; die in 4 Stunden nach der 
Belastung wiedergefundene Benzoesiure im Urin war, zwischen 
den Werten 0,2249 e—-0,4332 ¢ schwankend, im Mittel 0,3447 ¢; also 
die Prozentsitze, zwischen 34,6%—67,7% schwankend, durchsehnitt- 
lich 54,5% (Tabelle VIII, IX u. XIT). 


V.--Ber “Zufuhr von Vitamin B. 


Die in 4 Stunden nach der Belastung ausgeschiedene Hippur- 
siure im Harn war, zwischen den Werten 0,5933 g—0,9775 g 
schwankend, im Mittel 0,7245¢; die in 4 Stunden nach der 
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TABELLE VI. 


Bei Traubenzuckerzufuhr nach der Leberschadigung durch Phosphor. 


Hippursiure im Urin in 4 Std. nach 


Intravenés 
penne es verabreichte der Belastung 
animenen | Benzoesiure “aS 2 
INGE gefunden umgerechnet in Benzoesiure 
g(A) g g(B) % (B/Ax100) 
1 0,600 0,8431 0,5732 95,5 
2 0,700 0,9547 0,6491 92,8 
3 0,725 0,7414 0,5941 69,5 
4 i / is 
5 0,625 0,8055 0,5477 87,6 
im Durehsehnitt 0,8361 0,5685 86,4 


TABELLE VII. 


Vergleich normaler Schwangerschaft mit Phosphorvergiftung 


Uu. 


Traubenzuckerzufuhr. 


Ee : - Hippursiure im Urin in 4 Std. 
s intravenos nach der Belastung , 
= > . ss verabreichte Tt ATW 2 
iS) ersuchsanoradnung Benzoesiure umgerechnet 1 
: gefunden Benzoesiure 
i g(A) e | g(B) | % (B/Ax100) 
bei normal Sgt 0,775 1,0237 0,6961 89,8 
1 | bei Phosphorvergiftung 0,800 0,3061 0,2081 26,0 
bei Traubenzuckerzufuhr 0,600 0,8431 0,5732 95,0 
bei normal Set 0,675 0,5702 0,3877 57,4 
2 | bei Phosphorvergiftung 0,725 0,4999 | 0,3399 46,9 
bei Traubenzuckerzufuhr 0,700 0,9547 0,6491 92,8 
bei normal Sgt 0,675 0,6486 0.4410 65,3 
3 | bei Phosphorvergiftung 0,750 0,4504 0,3062 40,8 
bei Traubenzuckerzufuhr 0,725 0,7414 0,5041 69,5 
bei normal Sgt 0,675 0,9193 0,6251 92,6 
4 | bei Phosphorvergiftung 0,625 0,0531 OOS6L AT 5,8 
/ / / 
bei normal Sgt 0,625 0,6324 0,4300 68,8 
5 | bei Phosphorvergiftung 0,625 0,1466 0,0996 15,9 
bei Traubenzuckerzufuhr 0,625 0,8055 0,5477 87,6 
im Durehschnitt bei normal Set. 74,8 
im Durehschnitt bei Phosphorvergiftung. Chek 
im Durchsehnitt bei Traubenzuckerzufuhr. 86,4 
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TABELLE IX. 


Bei Leberschadigung durch Tetrachlorkohlenstoff. 


Tateivens Hippursiiure 5 cea in 4 Std. nach der 
eee Seuareuepo ee 
Kaninchen B Soe Pp . 
ined enzoesaure gefunden umgerechnet in Benzoesiiure 
g(A) g g(B) Jo (B/A x 100) 
6 0,650 0,6372 0,4332 66,6 
7 0,650 0,3307 0,2249 34,6 
8 0,675 0,4931 0,3353 49,6 
9 0,600 0,5976 0,4063 67,7 
10 0,600 - 0,4764 0,3239 54,0 
in Durehsehnitt 0,5070 0,3447 54,5 


Belastung wiedergefundene Hippursadure im Harn, zwischen den 
Werten 0,4034 g—0,6647 g schwankend, im Mittel 0,4926 2, also die 
Prozentsatze, zwischen 67,2%-98,4% schwankend, durchschnittlich 
78,4%. (Tabelle X, XI u. XII). 


BESPRECHUNG. 


Adlersberg und Minibeck (1936) haben die Funktions- 
fahigkeit bei Leberschadigungen dureh Phosphor und Tetrachlor- 
kohlenstoff bei'Kaninchen untersucht, und ihre Ergebnisse der 
klinischen Priifung mitgeteilt; die Quick’sche Methode war 
untauglich fiir die Leberfunktionspriifung. Wir sind derselben 
Meinung wie Eppinger, aber anderseits haben Kohstadt und 
Helmer (1936), Yardumian und Rosenthal die Quick’sche 
Theorie fiir brauchbar gehalten, aueh Kageura und Schu (1941) 
haben diese Methode zufolge ihrer klinischen und _tierexperi- 
mentellen Untersuchung als brauchbar mitgeteilt. 

Wenn man sich nun der ganzen Vorgang der nach intravenoser 
Anwendung von Benzoesaure erfolgenden Hippursaureauscheidung 
im Urin vor Augen halt, so sind dabei drei Hauptfaktoren zu 
beriicksichtigen: 1. Intravendse Verabreichung der Benzoesaure. 
2. Umwandlung der verabreichten Benzoesiure in Hippursdure in 
Gegenwart von Glykokoll, deren Verwandlung in der Leber vor 
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TABELLE XI. 


Bei Vitamin B Zufuhr nach Leberschidigung durch Tetrachlorkohlenstoff. 


Imtrayenos Hippursiure im Urin in 4 Std. nach 
Kanteen verabreichte der Belastung 
Nr. Benzoesiure gefunden umgerechnet in Benzoesiiure 
g(A) (g) g(B) % (B/Ax100) 

6 0,600 0,5933 0,4034. 67,2 

i 0,525 0,6444 0,4381 83,4 

8 0,650 0,7632 0,5189 79,8 

9 0,600 0,6444 0,4382 73,0 
10 0,675 0,9775 0,6647 98,4 

im Durchsehnitt 0,7245 0,4926 78,4 


TABELLE XII. 
Vergleich mit Sgt, Tetrachlorkohlenstoffvergiftung u. Vitamin B Zufuhr. 


S Hippursiiure im Urin in 4 Std. 
= Intravenés nach der Belastung 
= : abreichte ; 
iS) Versuchungsweise Ms Pe = J umgerechnet in 
£ make bee ‘gefunden Beacons 
yi (g) g(B) |%(B/Ax 100) 
bei normal Sgt 0,700 0,9587 0,6419 93,1 
6 | bei Tetrachlorkohlenstoft- 0,650 0,6372 | 0,4332 66,6 
vergiftung 
bei Vitamin B Zufuhr 0,600 0,5933 0,40384 67,2 
bei normal Sgt 0,650 0,4152 0,3323 51,1 
“7 | bei Tetrachlorkohlenstoft- 0,650 0,3307 | 0,2249 34.6 
vergiftung > 
bei Vitamin B Zufuhr 0,525 0,6444 0,4381 83,4 
bei normal Set 0,675 0,9773 0,6645 98,4 
8 bei Tetrachlorkohlenstoft- 0,675 0,4931 0,3353 49,6 
vergiftung 2 
bei Vitamin B Zufuhr 0,650 0,7632 0,5189 79,8 
bei normal Sgt 0,600 0,7104 0,4830 80,5 
g | bei Tetrachlorkohlenstofft- 0,600 0,5976 0.40638 67,7 
vergiftung 
bei Vitamin B Zufuhr 0,600 0,6444 0,4382 73.0 
oa 
bei normal Set 0,575 0,6086 0,4138 72,0 
10 bei Tetrachlorkohlenstoff- 0,600 0,4764 0,3239 54,0 
vergiftung 
bei Vitamin B Zufuhr 0,675 0,9775 0,6647 98,4 
- im Durechschnitt bei normal Sgt. 79,0 
im Durchsechnitt bei Tetrachlorkohlenstoff-Vergiftung. 54,5 
im Durchsehnitt bei Vitamin B Zufuhr. 78,4 
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sich geht. 3. Ausscheidung dieser Hippursiure durch die Niere. 
Jeder dieser drei Faktoren kann eine bestimmte St6rung bei ex- 
perimenteller Leberschadigung mit Phosphor und Tetrachlorkohlen- 
stoff verursachen, doch diirfte vor allem wohl eine Storung des 
Faktors 2, d.h. eine verminderte Hippursduresynthese bei Leber- 
schadigungen auftreten, und der Faktor 3 auch wenigstens gestort 
werden. 

Ferner hat Quick (1931) anerkannt, dass der Organismus 
kein Depot von praéformiertem Glykokoll hat, und dass das mit 
Benzoesiure zu paarende Glykokoll vielleicht hauptsachlich in der 
Leber unter dem Hinfluss von Benzoeséure synthetisiert wird. 

Wir wollen die Beziehungen von Glykogengehalt zur Ent- 
giftungsfahigkeit der Leber erwaihnen; die Leber verarmte bei 
Hunger so rasch an ihrem Glykogengehalt, dass die an Glykogen 
verarmte Leber gegen die verschiedenen Schadlichkeiten immer 
weniger widerstandsfahig wurde. 

Es ist Klar, die Verarmung an Glykogengehalt der Leber 
verursacht auch die verminderte Synthese der Hippursaéure aus 
Benzoeséure und Glykokoll, schliesslich die verminderte Aus- 
scheidung der Hippursaure. Es ist eine Tatsache, die von vielen 
Forschern anerkannt wurde, dass die Darreichung des Lebergifts 
eine schwere Parenchym-Schadigung und weiter die Verminderung 
des Glykogengehalts der Leber, wie es auch unsere Versuch zeigen, 
ergibt; deshalb ist es als selbstverstindlich anzuerkennen, dass die 
Zufuhr von Natr. benzoicum die Verminderung der Ausscheidung 
der Hippursiéiure verursacht. 

Hs ist zweifellos, dass auch die Leber bei Schwangerschaft 
eine wichtige Rolle im Entgiftungsmechanismus spielt; dies wird 
nachweissbar durch die Priifungen von Williams (1905), Czyze- 
wiez, Heynemann, Benthin, Falk und Heski, Novak und 
Merletti, die Leberentgiftungsfihigkeit ist von der wichtigsten 
Bedeutung ftir die Schwangerschaftstoxikose. Besonders unter- 
suchten H. R. Schmidt und D. Herold (1934) nach genauem 
biochemischem System auch die Leberfunktion in der klinischen 
Forschung bei vielen Schwangerschaftstoxikosen, fanden starke 
Schadigung der Leberentgiftungsfahigkeit oder Unvollkommenheit 
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derselben in vielen Fallen, und betonen, die Leberentgiftunesfahig- 
keit steht in enger Beziehung zur Schwangerschaftstoxikose. 

Angenommen, dass der Zustand der Leber bei Schwanger- 
schaftstoxikose dem der Leberschadigung mit Phosphor und 
Tetrachlorkohlenstoff ahnlich sei, so liesse sich nichts dagegen 
einwenden, dass unsere vorliegenden Resultate auf Menschen zur 
Auwendung gebracht werden diirfen. 

Seit alters wurden viele Forschungen iiber die gegenseitige 
Beziehung von Glykogen zur Entgiftungsfahigkeit der Leber mit- 
geteilt; es ist experimentell nachweissbar: Die Starke der Leber- 
entgiftungsfahigkeit steht in gleichem Verhaltniss zur Quantitat 
des Glykogen in der Leber. 

Vor allem ist Traubenzucker wichtig als Quelle in der Leber, 
die in enger Beziehung zu Leberentgiftungsfahigkeit steht; deshalb 
ist Traubenzuckerzufuhr eine wirksame und passende Behandlung 
fiir die Schwangerschaftstoxikose bei Abnahme des Leberglykogen- 
gehalts. 

B. Kriss (1931), P: Caffier (1930), J. Hofbauer (1938) 
und F. Holtz (1933) teilen diesen Traubenzucker als ein zu 
forderndes Mittel zur Entgiftung der Schwangerschaftstoxikose 
zufolge ihrer klinischen Priifung mit; jetzt gilt die Traubenzucker- 
Behandlung des ein Meisterwerk bei Heilung der Schwangerschaft- 
stoxikose zusammen mit dem unten erwaéhnten Vitamin B im 
tokologischen Gebiet. 

Jacoby und Hissner (1934), Hashimoto (1934), Allegri 
(1935) und Antonio (1935) teilen genaues tiber die Entgiftungs- 
wirkungen des Vitamins, B mit, und weiter Sugiyama, Torii, 
Watanabe, Wakakuri, und Yasunami(1938), die Mehrzufuhr 
von Vitamins B fordert die Bildung des Leberglykogen und diese 
feststehende Wirkung steigert die Leberentgiftungsfahigkeit. W. 
Spitzer (1938) empfehlt Vitamin B als wirksam gegen Schwan- 
gerschaftstoxikose. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. (A) Gruppe (schwangere Kaninchen Nr. 1—-Nr. 5): aus- 
geschieden 74,8% der intravenés verabreichten Benzoesaure im 4 
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Stundenharn nach intravendser Belastung, aber bei Leber- 
schiidigung mit Phosphor 27,1% der intravenés verabreichten 
Benzoesiiure. Nachdem eine grosse Menge von Traubenzucker zur 
Steigerung der Entgiftungsfahigkeit nach Leberschadigung dar- 
gereicht wurde, wurden 86,4% Benzoesiure im 4 Stundenharn 
nach der intravendsen Belastung ausgeschieden. 

Die Leberentgiftungsfahigkeit war am niedrigsten bei Leber- 
schadigung, aber am hochsten bei Traubenzuckerzufuhr. 

2. G: Gruppe (schwangere Kaninchen Nr. 6—Nr. 10): aus- 
geschieden 79,0% der intravends verabreichten Benzoesaure im 
4 Stundenharn nach intravendser Belastung bei normaler 
Schwangerschaft, aber 54,5% Benzoesiure bei Leberschadigung 
mit Tetrachlorkohlenstoff, aber 78,4% der belastetenden Benzoe- 
sdure bei grosser Zufuhr von Vitamin B zur Steigerung der 
Leberentgiftungsfihigkeit gegen Natr. benzoicum. 

Die Leberentgiftungsfahigkeit war am geringsten bei Leber- 
schadigung mit Tetrachlorkohlenstoff, aber am hochsten bei grosser 
Darreichung von Vitamin B ebenso wie bei normaler Schwanger- 
schaft. 


Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Dr. Y. 
Sendiu fiir seine vielfache Hilfe, Anregung und Revision bei 
der Anfertigung dieser Arbeit meinen herzlichsten Dank aus- 
zusprechen. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME.” 
III. Mitteilung. Uber die Girtner-Proteasen. 
VON 


HIDEKI SAITOO, 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut.der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Hingegangen am 4. Juli 1941) 


Bei den erfolgreichen Untersuchungen tiber die Systematik der 
Bakterienproteasen hat Maschmann (1937) zuerst iiber die 
Stellung der Proteinasen der gelatineverfltissigenden apathologi- 
schen Bakterien—des B. prodigiosus, B. pyocyaneus und B. fluores- 
cens liquefaciens—darauf hingewiesen, dass das PH-Optimum der 
Proteinase des Kulturfiltrats dieser Bakterien gegentiber Gelatine 
und Clupein bei PH=7 liegt, und dass die Wirkung derselben 
weder durch Cystein, SH-Glutathion und Blauséure noch durch 
Kinase beeinflusst werden konnte. Er hat daraufhin angenommen, 
dass diese Proteinasen nicht zu den Papainasen gehoren, sehr wahr- 
scheinlich auch nicht zu den Tryptasen. Es gelang ihm ferner die 
Proteinase von den Peptidasen (Leucylglycin- und Leucyldiglycin- 
Spaltung des Kulturfiltrats) durch Holzgeistfallung zu trennen; 
die Leucylglycinspaltung trat am stirksten bei Pu 7,8 und die 
Leucyldiglycinspaltung bei Pu 7,2 auf, wahrend nach Gorbach 
(1930) das Wirkungsoptimum beider Peptidasen bei Pu 8,4 hegt. 

Darauf hat er (1987/38) auf die Versuche mit den pathogenen 
anaeroben Bakterien (wie B. tetani, Vibrio septicus, B. sarcophyse- 
matus, B. perfrigens, B. botulinus) grosses Gewicht gelegt, um 
festzustellen, ob sich in Kulturfliissigkeit eine Papainase oder ein 
papainahnliches Enzym befindet, und ist dabei auf sehr interessante 
enzymatische Verhialtnisse gestossen, indem er z.B. in wenige 
Stunden alten Kulturen des B. perfrigens ein Enzym, das nur 


*) §.Utzino und Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. XI. Mitteilung. 
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Gelatine spaltet, Ovalbumin, Casein, Fibrin aber nicht angreift 
und ein anderes Enzym, das Clupein erst nach Erganzung dureh 
Sulfhydryl hydrolysiert, fand. Im Kulturfiltrat wies er auch eine 
messbare Menge Di- und Aminopolypeptidase nach. In dieser 
Hinsicht hat er sich weiter mit umfangreichen Untersuchungen 
iiber die Systematik der Anaerobier-Proteasen unter Beriick- 
sichtigung der Hinfliisse der organischen und anorganischen Zusatz- 
stoffe beschiftigt Hier sei noch besonders auf die Aktivierbarkeit 
der Anaerobiasen (IX. Mitteilung, 1938), der Anaeropeptidasen 
(XI. Mitteilung, 1938-39) und der Anaerodipeptidasen (XII. 
Mitteilung, 1939) hingewiesen. 

Unabhangig von diesen Arbeiten hat auch Imaizumi (1938) 
schon seiner Zeit iiber die Proteasen-Wirkung der gelatinever- 
fliissigenden wie auch gelatinenichtverfltissigenden Bakterien 
berichtet. In seinen umfangreicheu Versuchen kamen das Trocken- 
praparat und der Mazerationssaft der Bakterien oder das Bouillon- 
filtrat zur Verwendung, in dem letzteren fiel aber die Peptidase- 
wirkung negativ aus. Ferner hat er (1938) die Abtrennung der 
Proteinase und Peptonase des B. prodigiosus von der Tryptonase 
und Peptidase durch Adsorptionsverfahren mit Tonerde y bei 
Pu 4,0 erzielt. 

In der zweiten Abhandlung betreffs der Proteinase der Nicht- 
verfliissiger—wie B. coli, B. typhi, B. dysenteriae, B. enteritidis 
Gartner und Sarcina—hat er (1938) Peptonasewirkung im 
Mazerationssaft und im Trockenpraparat oder im Bouillonfiltrat 
des B. enteritidis Gartner nachgewiesen; die Peptidase-Wirkung 
(Dipeptid- und Tripeptidspaltung) aber nur in den_ beiden 
ersteren, wahrend Gelatine und Casein diesen Enzymlésungen sehr 
stark widerstanden, ebenso wie Benzoyldiglycin, und uur durch 
den Mazerationssaft wurde das Chloracetyl-l-Phenylalanin ange- 
griffen. Die Peptonasewirkung trat am giinstigsten bei Pu 6,6— 
7,6 und die Dipeptidase-Wirkung bei 7,0-8,0 auf. Da die inakti- 
vierende Wirkung des Formaldehyds auf die proteolytisechen 
Wirkungen schon von ihm bemerkt wurde, muss der Formalin- 
zusatz vielleicht nicht ohne Einfluss auf die Gartner-Mazeration 
bleiben, die wegen der Sterilisation Formaldehyd in einer Kon- 
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zentration von 0,3 Prozent enthielt. . 

In dieser Arbeit hat Verf. besonders eingehend die Girtner- 
Proteasen studiert, nachdem iiber die Amidasen-Wirkungen 
derselben Bakterien schon Veroffentlichungen erfolgt waren, da 
diese Bakterien 6fters als Ursache von Vergiftungen in Betracht 
kamen. 

Hier bedient man sich als Enzym des Gesamt-Autolysats der 
frischen Bakterienleiber in Wasser einerseits und auch des Trocken- 
praparats der Bakterien andererseits, die auf tibliche Weise nach 
der Aceton-Ather-Methode durch Zentrifugieren von Aceton 
getrennt und getrocknet wurden. Aus den tibersichtlichen Resulta- 
ten betreffs der proteolytischen Wirkungen des Autolysats der 
frischen Bakterien oder der Pulversuspension des Trockenpraparats 
ersieht man, dass Casein wie Gelatine dureh das Autolysat im 
starken Grade angegriffen werden, nicht aber durch die Suspension 
des Trockenpraparats (Tabelle I). 

Die giinstigste Reaktion der Hydrolyse liegt bei Pu 7,0-7,5 
fiir Casein und bei Pu 7,0-8,0 fiir Gelatine. Die Peptonhydrolyse 
trat bedeutend durch das Gesamtautolysat, aber sehr schwach 
durch die Pulversuspension auf, und die optimale Reaktion leet 
auch bei Pu 7,0-7,5 oder bei Pu 7,0 respektive. Allerdings erwies 
sich das Trockenpraparat sehr schwach aktiv, wie es schon bei 
Amidasen-Versuchen der Fall war. Aus diesen Beobachtungen 
scheint die Gartner-Protease sehr empfindlich gegentiber Aceton- 
behandlung zu sein und dadurch wurde besonders die Proteinase- 
Wirkung leichter aufgehoben. Diese Tatsache lasst wohl daran 
erinnern, dass die Trennung der Peptonasewirkung von der 
Proteinase ausfiihrbar sein mag. Um das aktive Trockenpraparat 
za gewinnen, wurde das Verfahren mit Aceton moglichst schnell 
durch Dekantation mit gutem Erfolg ausgefiihrt, worauf Verf. 
spater wieder zuriickkommen wird. Wahrend das Gartner- 
Autolysat Dipeptide bei Px 7,6 in deutlichem Grad angreifen kann, 
widerstehen Benzoyl- und Halogenacylaminosauren der Autolysat- 
wirkung (Tabelle Il). Ferner hat sich ergeben, dass unter den 
Acylderivaten Phtalyl- und Chloracetyl-diglyein mehr oder weniger 
dadureh hydrolysiert werden kénnen. Zu Vergleichszwecken sei 


216 H. Saitoo: 


TABELLE I. 
Proteolytische Wirkungen des Autolysats oder des Trockenpraparats A 
von Salmonella enteritids Gartneri. 


Enzym: Die an Agar-Platten 1 Tag lang kultivierten Bakterienleiber von 
Salmonella enteritidis Girtneri wurden mit der 5fachen Volummenge Wasser 
unter Toluolzusatz bei 37°C 48 Stunden lang autolysiert und das Gesamt- 
Autolysat als Enzym verwendet. 

Zur Bereitung des Trockenpraparats A hat man die Salmonella-Masse 
unter Zermahlung mit Aceton entwissert, dann zentrifugiert und diese Prozedur 
3mal wiederholt. Zuletzt wurde die entwiisserte Masse mit Ather behandelt, 
abgesaugt und nach Verjagen des anhaftenden Athers mittels Féns im Vakuum- 
Exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet. 

Beim Versuch wurde eine 4%ige Suspension in Wasser bereitet. 

Versuchsansatz: 2cem Autolysat oder 2ccm 4%iger Pulver-Suspension 
von Trockenpraiparat wurden mit 10 ccm 4%iger Substratlosung und 10 cem 
Phosphatpufferlésung vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. 

Zur Kontrolle wurde Enzym-Pufferlodsung ohne Substrate unter den 
gleichen Bedingungen digeriert. Die Acidititszunahme wurde nach Sorensen 
formoltitriert. Den Kontrolle-Wert hat man vom Hauptversuch-Wert abgezogen 
und die korrigierten Werte der Aciditaitszunahme in der Tabelle angefiihrt. 


Acidititszunahme in 4ceem Digestat (ecem 0,1 n-NaOH) 


Substrat Enzymarten | g,a\2™] 5,0 | 60 | 70 | 7.5 | 8,0 


24 OSLO OL le LOM el 10) 2OSSO 
Autolysat 72 OLOT NS 125] aOn 60) F 0330 


Caserta 120 0,10 130) 1,80 1,70>\) 1540 
(Hammarsten) 24 0 0 0 0 0 
Trockenpraparat A 72 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 0 


0,35 
Autolysat 72 0,40 | 0,70 | 1,65 | 1,65 | 1,60 
: OMSNISde |) 185k 180 
Gelatine C 


24 0 0 0 0 9 
Trockenpraparat A 72 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 0 


24 0,10 | 0,40 | 1,00 | 1,00 
Autolysat 12, 0,30 | 0,90 | 1,75 | 1,65 | 1,60 
120 OLSOR RIL 0ON TESS: ESO 


Witte-Pepton 


. 24 0,05 | 0,10 | 0,15 | 0,10 | 0,10 
Trockenpriparat A 72 0,05 | 0,20 | 0,35 | 0,10 | 0,10 
120 0,05 | 0,30 | 0,50 | 0,15 | 0,10 
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TABELLE IT, 
Dipeptidase- und Acylasewirkung des Autolysats von Salmonella 
enteritidis Gartneri. 

Enzym: Das Gesamt-Autolysat wie in Tabelle I. 

Versuchsansatz: 2c¢cem Autolysat+5cem 0,2 Mol-Substratlésung +15 cem 
Phosphatpufferlésung von Pu 7,6; digeriert bei 37°C. Kontrolle mit Enzym- 
Puffer ohne Substrat. 

Acidititsbestimmung nach Sérensen. 

Die korrigierten Werte der Aciditiitszunahme sind in der Tabelle ange- 
geben. . 


Aciditaitszunahme in 4 cem (cem 0,1 n-NaOH) 


—= 


Substrat meee Die | > a ne 
d,l-Leucylglyein | 0,25 0,50 0,60 
Diglyein ) Seo 0,50 12 
Benzoylglyein 0 0 0 
Benzoyldiglyein | 0 0 0 
Phtalyldiglyein | 0,55 0,95 1,10 
Chloracetyl-/-phenylalanin 0 0 
Chloracetyl-/-leucin | 0 0 0 
Chloracetyldiglycin 0,10 0,30 0,70 
d,l-Bromisocapronylglycin 0 0,50 0,20 
d,l-Bromisocapronyldiglyein 0 0 0 


hier angefiihrt, dass die Benzoylderivate im allgemeinen leichter 
durch Mykoacylase angreifbar waren, wahrend die Phtalylderivate 
sich widerstandsfahiger erwiesen, wie schon von Imaizumi 
(1938) angegeben wurde. 

Auf Grund der oben angeftihrten Resultate hat man hier die 
Proteinasewirkung von der Peptonasewirkung zu trennen versucht, 
indem die Pulversuspension der Girtner-Pulver B, die moglichst 
schnell nach der Aceton-Ather-Methode durch Dekantation 
getrocknet wurden und sich stark proteolytisch aktiv erwiesen, 
der Adsorption mit der Tonerdesuspension (Tonerde y nach 
Willstatter) bei Pu 4,5 und Pu 5,0 unterworfen und die Ver- 
teilung der Aktivitét in der Restlésung und im Eluat aus dem 
Riickstand gepriift wurde (Tabelle III). Nach der Angabe von 
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TABELLE III. 
Trennung der Girtner-Proteinase von der Gdrtner-Peptonase 
durch Adsorptionsverfahren. 


Um das aktive Proteinasepriparat des Trockenpraparats B zu gewinnen, 
wurde die Aceton-Trocknung der frischen Bakterien durch Dekantation 
moéglichst schnell ausgefiihrt, wie das Verfahren in der vorigen Mitteilung 
beschrieben ist. 

Bei der Adsorption wurden 5 ccm 4%iger Gartnersuspension des Trocken- 
priparats B mit 0,1 cem Tonerdesuspension,” die aus 1 Teil Tonerde und 
4 Volumenteilen Wasser besteht, und mit 35 cem Phosphatpuffer von Px 4,5 
und Px 5,0 gut vermischt, unter Hiskiihlung 15 Minuten lang geschiittelt und 
dann in Adsorptionsrestlosung und Adsorptionsriickstand durch Zentrifugieren 
getrennt. Nach Hinstellung bei PH 7,8 mit Sodalésung kam die Adsorptions- 
restl6sung zur Anwendung. 

Das Adsorbat (Adsorptionsriickstand) hat man mit 40 cem Phosphatpuffer- 
losung von PH 8,0 20 Minuten lang geschiittelt und abzentrifugiert, um das 
adsorbierte Enzym zu eluieren. 

Versuchsansatz: 10 cem Adsorptions-Restlésung oder 10 eem Eluat +10 ecm 
4%iger Substratlésung, mit Sodalésung bei PH 7,8 eingestellt+ Toluol; digeriert 
bei 37°C. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Formoltitration in 4 ccm. 

Die korrigierten Werte der Acidititszunahme sind in der Tabelle angegeben. 


Aciditiitszunahme in 4 cem Digestionslésung (cem 0,1 n-NaOH) 


se Std. Restlosung Eluat 
SS 
Substrat a 
Pu a by Oh We ER 
= Gelatine CG 7,8 0,20 0,65 0,95 Or So @ 
ea Casein 
 ls(eematea tie We 0,20 0,40 0,80 Pe ~@ 
s & | Pepton-Witte 7,8 OF iO 0,35 0,70 0,90 
$ 
2 = Gelatine C 7,6 0,15 0,80 i535 0 0 0 
ea Casein id 
Ai | Hammarseston) 7,6 0,10 0,40 0,95 0 TORO 
2 |. Pepton-Witte 7,6 © FOr Fd 0,45 0,80 1,00 


» “Die Tonerdesuspension wurde nach Willstatter bereitet und ent- 


spricht der Tonerde y. 
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TABELLE IV. 
Trennung der Gdrtner-Proteinase von der Girtner-Peptonase, -Dipeptidase 
und -Acylase durch Adsorptionsverfahren. 

0,6 g Gartnertrockenpraparat B (Herstellung s. Tabelle III) wurden in 
15 cem Glycerinwasser (1:1) suspendiert, mit 0,1 cem Tonerdesuspension, die 
1 Teil Tonerde und 2 Volumenteile Wasser enthilt, und 85 cem Phosphatpuffer 
von PH 4,0 gut vermischt, dann unter Hiskiihlung 20 Minuten lang geschiittelt 
und abzentrifugiert. Je 10 ccm abzentrifugierter Fliissigkeit wurden als Ad- 
sorptionsrestl6sung nach Einstellung bei Pu 7,6—-7,8 auf ihre Aktivitit hin 
gepruft. Den zentrifugierten Bodensatz nahm man in 100 ecm Phosphatpuffer 
von Px 8,0 auf, schiittelte ihn 20 Minuten lang und zentrifugierte ihn dann. 
Je 10 cem Zentrifugat wurden als Fluat verwendet. 

Versuchsansatz: 10¢cem Adsorptions-Restlésung oder 10cem Eluat+10 
cem 4%iger Protein- oder Peptonlésung oder 0,1 Mol-Peptidlésung, mit Soda- 
losung bei Pu 7,6—7,8 eingestellt + Toluol; digeriert bei 37°C. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Formoltitration in 4eem 
Digestat. Abzug der Leerwerte fiir Kontrolle und Enzym. 

Die korrigierten Werte der Acidititszunahme sind in der Tabelle angegeben. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestionslésung (cem 0,1 n-NaOH) 


Std. Restlosung Eluat 
Substrat 

PH Ne 5 28 72 5 24 72 
Gelatine C 7,8 O20) 0560" 0,75 0 0 0 
Casein (Hammarsten ) 7,8 0,25 0,40 0,65 0 0 
Pepton-Witte 7,8 0 0 0 0 0,60 0,80 
Diglycin 7,6 0 0 0 eOOF 2,45) pleGo, 
dl-Leueylglycin TeG 0 0 0 5 0,60 0,80 
Benzoylglyein 7,6 0 0 0 0 0 


Imaizumi (1938) blieb die Peptonasewirkung wie Proteinase- 
wirkung der bei Pu 4,0 angestellten Adsorptionsrestlosung erhalten, 
wahrend Trypton und Dipeptide durch das Eluat des Riickstands 
angegriffen wurden. 

Die hier erzielten Ergebnisse zeigen, dass die Proteinase- 
wirkung fast quantitativ in der Restlésung der Tonerdeadsorption 
bei schwach saurer Reaktion erhalten blieb, wahrend die Peptonase- 
wirkung auch im deutlichen Grad im Eluat des Riickstands mittels 
des Phosphatpuffers von Pu 8,0 aufrat (Tabelle III). Mit gutem 
Erfolg gelang es dem Verf., die Trennung der Proteinase von der 
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Peptonase auch bei Pu 5,0 zu erzielen. In einem bei Pu 4,0 aus- 
gefiihrten Adsorptionsversuche konnte Verf. die Peptonase- und 
Dipeptidasewirkung im Eluat des Riickstands mittels alkalischen 
Puffers wieder feststellen, waihrend in der Adsorptionsrestlosung 
nur die Proteinasewirkung beobachtet wurde, aber keine Peptonase- , 
wie Dipeptidasewirkung (Tabelle IV). Auf Grund dieser Beo- 
bachtungen kann man wohl auf die Trennung der Proteinase von 
der Ereptase der Bakterien-Peptonase und -Dipeptidase schliessen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Durch das Gesamt-Autolysat der frischen Bakterienleiber 
von Salmonella enteritidis Gartner wurden Casein wie Gelatine 
bedeutend hydrolysiert, und zwar am giinstigsten bei Pu 7,0-7,5 
oder bei Px 7,0-8,0 respektive, gar nicht aber durch das Trocken- 
priparat A, das nach der Aceton-Ather-Methode auf iibliche Weise 
bereitet wurde und als wassrige Suspension zur Anwendung kam. 
Das Witte-Pepton wurde auch durch das Autolysat sehr stark 
gespalten, aber schwacher durch das Trockenpraparat A. 

Die optimale Reaktion des Autolysats fiir Pepton-Witte hegt 
bei Pu 7,0-7,5 und die des Trockenpraparats A bei Pu 7,0. 

2. Entgegen der Angreifbarkeit des Dipeptids (Diglyein und 
Leueylglycin) erwiesen sich die Benzoyl- und ‘Halogenacylamino- 
sauren sehr widerstandsfahig gegenitiber Autolysatenzymen. Durch 
das Gesamt-Autolysat wurden Phtalyl- und Chloracetyldiglycin 
abgespalten, aber nicht Benzoyl- und Bromisocapronyldiglyecin. 

3. Die Trennung der Girtner-Proteinase von der EHreptase 
hat man durch das Adsorptionsverfahren mittels Tonerde y bei 
Pu 4,0 mit gutem“Erfolg erzielt. Die Proteinase-Wirkung (Casein- 
und Gelatinespaltung) bleibt in der Adsorptionsrestlésung bei PH 
4,0, wobei die Ereptasewirkung vermisst wurde, wahrend das Eluat 
mittels schwach alkalischen Phosphats (Pu 8,0) nur Pepton und 
Dipeptid anzugreifen vermag, nicht aber genuine Hiweisskérper. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle herzlichst 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prof.’Dr: Sy Utzino: 
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UBER DIE PROTEASEN UND AMIDASEN DES 
MYCOBACTERIUM PHLEI 
(TIMOTHEEBAKTERIEN).”*? 


VON 


HIDEKI SAITOO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitaét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Hingegangen am 4. Juli 1941) 


Nachdem die Beobachtungen iiber die Gartner-Enzyme zur 
Veroffentlichung kamen, wurde hier weiter das Studium der 
Proteasen- und Amidasen-Wirkung von Mycobacterium phlei 
(Timothee-Bakterien) als ein Beispiel der séurefesten Bakterien 
in Angriff genommen. Um etwas Ubersichtliches im Verhalten 
des proteolytischen Systems in Timothee-Bakterien zu gewinnen, 
wurde hier das Trockenpraparat der Bakterien auf die Proteinase, 
Peptonase, Dipeptidase, Acylase und Acylpeptidase hin gepriift. 

Nach der Angabe von Imaizumi(1938) wurde die Proteinase- 
Wirkung der Gelatine verfliissigenden Bakterien (B. subtilis, 
B. proteus, B. prodigiosus, B. pyocyaneus oder Staphylococcus) im 
Bouillonfiltrat wie auch im Trockenpraiparat von Bakterien 
bewiesen, wahrend die Wirkung der Enzympriaparate von Nicht- 
Verfliissigern dagegen auf Casein oder Gelatine negativ ausfiel. 

Hier sei auch besonders erwéhnt, dass Maschmann (1937, 
1937/38) nach den umfangreichen Untersuchungen iiber das 
Proteasen-System im Kulturfiltrat der anaeroben Bakterien weiter 
auf die aktivierbaren Anaerobiasen (1938), Anaeropeptidasen 
(1938/39) und Anaerodipeptidasen (1939) hingewiesen hat. Diese 
Beobachtung fiihrt zu der Fragestellung, wie die Enzyme der 
siurefesten Bakterien sich verhalten., 


*) §. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. 
XII. Mitteilung. 3 
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In der vorigen Abhandlung (1941) iiber die Bakterienamidase 
hat Verf. darauf aufmerksam gemacht, dass die Asparaginase und 
die Aspartase sehr weit in der Bakterienwelt verbreitet sind und 
die Aspartase wegen der Acetonempfindlichkeit im Trocken- 
priparat A vermisst und nur im Autolysat oder im Trocken- 
praiparat B nachgewiesen wurde, waihrend die Asparaginase auch 
im Trockenpraparat A zutage trat, wie es auch bei den Gartner- 
Amidasen der Fall war. 

Nach der Angabe von Cook und Woolf (1928) wurde die 
Asparaginsaure durch die Emulsion von B. phlei.(Timothy grass 
bacillus) bei anaeroben Bedingungen reduktiv unter Bildung von 
Bernsteinsiure desaminiert. Neben der Asparaginase-Wirkung 
hatte Verf. schon die Desamidierung des Acet- und Benzamids in 
vielen Bakterien bewiesen, wie es schon von Imaizumi (1938) 
beobachtet wurde. In dieser Hinsicht wurde hier weiter das Ver- 
halten der Acylamide gegentiber dem Timothee-Trockenpraparat 
und auch der Suspension frischer Timotheebakterien untersucht. 
Ferner wurde die desaminierende Wirkung der Timothee-Enzyme 
auf einige Aminosduren hin gepriift. 

In den iibersichtlichen Versuchen beziiglich der proteolytischen 
Wirkungen der Timothee-Bakterien kam das Trockenpraparat der 
Bakterienleiber zur Anwendung, die nach der Aceton-Ather- 
Methode durch Zentrifugieren getrocknet und beim Gebrauch in 
Wasser suspendiert wurden. 

Es ergaben sich in der Suspension dieses Troekenpriparats 
deutliche Peptonase- wie Dipeptidasewirkungen, aber eine sehr 
schwache Proteinasewirkung, deren Optimal-PH bei Pua 7,0-7,5 
liegt, ebenso wie die optimale Reaktion der Peptonase-Wirkung 
(Tabelle I). 

Was nun die Acylase- oder Acylpeptidase-Aktivitat anbelangt, 
so wurden Benzoylglycin, Phtalyldiglyecin, Chloracetyl-l-Phenyl- 
alanin und Chloracetyl-I-Leucin angegriffen, wahrend Benzoyldi- 
glycin, Chloracetyldiglycin und dl-Bromisocapronylderivate den 
Enzymwirkungen widerstanden (Tabelle II). Nach der Angabe 
von Imaizumi (1938) wurde das Benzoyldiglycin ebenso wie das 
Benzoylglycin durch Staphylokokken- und Prodigiosusenzym ab- 
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gespalten, wahrend das Phtalyldiglycin den Mykoenzymen stark 
widerstand. Die Phtalyldiglycinspaltung trat auch bei der Hin- 
wirkung des Girtner-Enzyms (Saitoo, 1941) zutage, dem gegen- 


TABELLE I. 


Proteolytische Wirkungen von Mycobacterium phlei 
(Timothee-Proteasen). 

Enzym (Trockenpriparat A): Die an Glycerin-Agar-Platten (1 Woche) 
kultivierte Bakterienmasse wurde nach der Aceton-Ather-Methode getrocknet, 
indem man die Bakterienleiber durch Zentrifugieren vom Accton trennte und 
im Exsikkator aufbewahrte. Beim Versuch wurde 4%ige Pulversuspension in 
Wasser verwendet und sie entspricht dem Trockenpriiparat A in der vorigen 
Mitteilung (Saitoo, 1941). , 

Versuchsansatz: 2cem 4%ige Timotheepulversuspension wurden mit 10 
cem 2%iger Substratlésung und 10 cem Phosphatpufferlésung vermischt und 
unter Toluol bei 37°C digeriert. 

Zur Kontrolle wurde eine Enzym-Pufferlésung ohne Substrat unter den 
gleichen Bedingungen digeriert. 

Die Acidititszunahme in 4cem Digestat wurde mit 0,lm-NaOH nach 
Sorensen titriert. Der Leerwert des Kontrollversuchs wurde vom Werte des 
Hauptversuchs abgezogen und diese korrigierten Werte der Acidititszunahme 
in der Tabelle angegeben. 


Aciditaiszunahme in 4cem Digestat (ccm 0,1n-NaOH) 


Substrat er 5,0 6,0 7,0 7,5 8,0 
Zeit (Std.) 

24 0 0,10 0,10 0,18 0,05 

Casein 72 0 0,10 0,20 0,20 0,05 
GHarmarsten) 120 0 1,10 0,30 0,28 0,10 
24 0 0,10 0,10 0,05 0,10 

Gelatine C 72 0 0,10 0,15 0,10 0,10 
120 0 0,10 0,25 0,15 ie 0,10 

24 0,10 0,25 0,40 0,40 0,40 

Witte-Pepton 72 0,10 0,40 1,00 0,90 0,85 
120 0,10 0,55 1,35 1,30 1,10 

neces 
24 — ois = 1,20* — 
Diglyein 72° yo a ci 1,60 fan, 


*) 2eem 4% Bakterienpulver-Suspension+5 ccm 0,2 Mol-Diglycinlosung 
. +15 eem Phosphatpuffer (PH 7,5). 
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TABELLE II. 
Acylasewirkung von Mycobacterium phlet (Timothee-Acylase). 
Versuchsansatz: 2cem 4%iger Timotheepulversuspension wie in Tabelle I 
+5eem 0,2 Mol-Substratlosung + 15 ecm Phosphatpufferlosung von PH 7,5; 
digeriert bei 37°C unter Toluol. Kontrolle wie in Tabelle I. Aciditatsbestim- 
mung nach Sdrensen. Die korrigierten Werte des Hauptversuchs sind in der 


Tabelle angegeben. 


Aciditiitszunahme in 4 ccm Digestat (eem 0,1 n-NaOH) 


bee ee Zeit (Std.) F We ‘ 
Diglyein 0,40 ° 1,20 1,60 
Benzoylglyein 0,10 0,20 0,70 
Benzoyldiglyein 0 0 0 
Phtalyldiglycin 0,45- 0,75 1,00 
Chloracetyl-J-Phenylalanin 0,10 0,50 1,40 
Chloracety]-]-Leucin 0,10 0,35 0,50 
Chloracetyldiglyein 0 0 0 
d,l-Bromisocapronylglycin 0 0 0 
d,l-Bromisocapronyldiglycin 0 0 0 


liber aber Chloracetyl-l-Phenylalanin, das durch verschiedene 
Bakterien ziemlich leicht hydrolysiert wurde (Imaizumi, 1988), 
und Chloracetyl-lJ-Leucin widerstanden, ebenso wie die Benzoyl- 
derivate. Die Bromisocapronylderivate wurden nur durch 
Staphylokokken-Acylase angegriffen (Imaizumi, 1938). Diese 
Ergebnisse zeigten, dass Timothee-Proteasen ziemlich verschieden 
von anderen Mykoproteasen. z. B. Gartner-Proteasen sind. 

Im Vergleich mit der Girtner-Asparaginase wurde hier weiter 
die Asparaginase-Aktivitat der Timothee-Bakterien gepriift. Hier 
kamen die beiden Trockenpraparate in Betracht, die einmal nach 
der Aceton-Ather-Methode durch Zentrifugieren bereitet und ein 
andermal moglichst schnell durch Dekantation des Acetons, wie 
in der vorigen Mitteilung (1941), getrocknet wurde. Das 
Asparagin wurde durch diese Trockenpraparate, besonders starker 
durch das letztere desamidiert; die Menge des abgespaltenen 
Ammoniaks war aber kleiner als 100% des einen Amid-N (Tabelle 


ssedindiiennieliiniesscaiie om 
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Ill). Die Optimalreaktion der Asparaginspaltung liegt bei PH 
7,0-8,0 und zwar am stirksten bei Pu 7,6 (Tabelle III). Da die 
Gartner-Asparaginase sich der Hitze gegeniiber als sehr wider- 


TABELLE III. 


Asparaginasewirkung von Mycobacterium phlei (Timothee-Asparaginase 
des Trockenpraiparats A und B). . 

Enzym (Trockenpriiparat A): wie in Tabelle I. 

Enzym (Trockenpraiparat B): Wie schon in der vorigen Abhandlung 
(Saitoo, 1941) gezeigt wurde, hat man die Bakterienleiber, die von der 
Glycerin-Bouillonkultur (1 Woche) gesammelt wurden, méglichst schnell mit 
Aceton zerrieben, von Aceton abdekantiert und dann mit Ather behandelt. 
Die von Ather abgesaugten Bakterienleiber wurden im Vakuumexsikkator iiber 
Schwefelsiure getrocknet, 

Zu den Versuchen wurde eine 4%ige Suspension dieser Pulver in Wasser 
verwendet. Diese Suspension entspricht derjenigen B in der vorigen Mitteilung 
(1941). 

Versuchsansatz mit Trockenpriparat A: 2cem 4%iger Pulversuspension 
A+leem 0,1 Mol-Asparaginl6sung+10cem Phosphatpufferlosung von ver- 
schiedenen Pu-Werten; digeriert bei 37°C 24 Stdn. lang. 

Versuchsansatz mit Trockenpraéparat B: 3cem 4%iger Pulversuspension 
B+2cem 0,1 Mol-Asparaginlésung +10 ecem Pufferlosung+Toluol; digeriert bei 
37°C 20 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Asparagin, Die Versuche wurden in 
dergelben Weise, wie in der vorigen Mitteilung angegeben (Saitoo, 1941), 
ausgefiihrt. 

Ammoniakbestimmung nach Folin, 

Diese Werte des Siiureverbrauchs in Kontrollversuchen wurden von denje- 
nigen des Hauptversuchs abgezogen und die korrigierten Werte des Haupt- 


versuchs in cem 0,02 n-H2SOx in der Tabelle angegeben. 


Siureverbrauch in cem 0,02 n-HeSOx 


Enzym Trockenpraparat A Trockenpraparat B 
cem Spaltung in % com | Spaltung in % 
no 0,02 n-HeSO, | des einen Amid-N | 0,02 n-H»SO, | des einen Amid-N 
5,0 —_ = 1,00 10,0 
6,0 0,30 6,0 2,2 22,0 
7,0 0,70 14,0 4,70 47,0 
7,6 0,90 18,0 5,85 58,5 
8,0 0,80 16,0 5,70 57,0 
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standsfahig erwies (Saitoo, 1941), scheint hier eine Untersuchung 
der Hitzewirkung nicht uninteressant zu sein. Im Gegensatz zu 
der Gartner-Asparaginase war die Timothee-Asparaginase emp- 
findlicher gegen Hitzewirkung, indem die Asparaginase-Aktivitat 
schon nach Erhitzen bei 65°C wahrend 30 Minuten verloren ging, 
dureh Hitze von 60°C (380 Min.) biisste die Aktivitat ungefahr 
die Halfte ein (Tabelle IV). 


TABELLE LV. 
Hitzewirkung auf die Timothee-Asparaginase. 

Trockenpriparat B: ebenso wie B in Tabelle III moglichst schnell mit 
Aceton-Ather getrocknet. 

Versuchsansatz: 3c¢cem 4%iger Pulversuspension, die im Wasserbad von 
verschiedener Temperatur 30 Min. lang erhitzt wurde+1 ccm 0,1 Mol-Asparagin- 
lésung +8 ccm Pufferl6sung von Pu 8,0+Toluol; digeriert bei 37°C 24 Stdn. 
lang. 

Kontrolle mit Pulversuspension ohne Asparagin. 

Die Zahlen in der Tabelle beziehen sich auf die korrigierten Werte des 
Saureverbrauchs im Hauptversuche. 


Temperatur Saureverbrauch (cem 0,02 n-H2S0O:) 
nicht erhitzt 4,45 (89,0%) 

Abe 4,45 (89,0%) 

50° 4,35 (87,0%) 

Dow 4,15 (83,0%) 

60° 2,55 (51,0%) 

65° 0 

70° 0 


Bei den Versuchen hinsichtlich der Aspartase-Aktivitat 
bediente Verf. sich hier des Autolysats der frischen Timothee- 
Bakterien, die mit Wasser (1:5) unter Toluol bei 37°C 2 Tage 
lang der Autolyse unterworfen wurden. Wie die Ergebnisse 
zeigen, wurde das Asparagin fast mit 100% durch das Autolysat 
desamidiert, aber nur sehr wenig durch das Trockenpraparat <A, 
obwohl die Menge des aus dem Asparagin durch das Giartner- 
Enzym abgespaltenen Ammoniaks mehr als 100% des einen Amid-N 
betragt (Tabelle V). Wie aus diesen Ergebnissen zu vermuten ist, 
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{ 
TABELLE V. 


Wirkung des Autolysats, des Trockenpraparats A von Mycobacterium 
phlei oder der Wassersuspension frischer Bakterien auf 
Asparagin und Asparaginsiure. 


Enzym (Trockenpraiparat A): Die an Glyecerin-Agar-Platten (7 Tage) 
kultivierte Bakterienmasse wurde wie in Tabelle I mit Aceton-Ather behandelt 
und im Vakuum-Exsikkator itiber Schwefelsiure getrocknet. Beim Versuch 
wurde entweder eine 4%ige Pulver-Suspension in Wasser (Wasser-Suspension ) 
oder eine 5%ige Pulver-Suspension in Glycerin-Wasser (1:1) (Glycerin- 
Suspension) gebraucht. Andererseits wurde die frische Bakterienmasse mit 
der 5fachen Volummenge Wasser unter Toluolzusatz bei 37°C wihrend 48 
Stunden autolysiert und das Gesamt-Autolysat als Enzymlosung verwendet. 

Ferner wurde die aus der Glycerinbouillon-Kultur (7 Tage) gewonnene 
Bakterienmasse in der 8fachen Volummenge Wasser suspendiert und in Ver- 
suchen gepriift. 

Versuchsansatz: 5ecem Autolysat (od. 2cem 4% Wasser-Suspension od. 
5 ecm 5% Glycerin-Suspension des Trockenpulvers A od. 3 cem Wasser-Suspen- 
sion frischer Bakterien+1¢ecm 0,1 Mol-Substratlosung+10ccem Pufferlosung 
(PH 7,5) +Toluol; digeriert bei 37°C 24 Std. lang. Kontrolle wie in Tabelle I. 

Ammoniakbestimmung nach Folin mittels 0,02 n-H2SO.-Losung. 

Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs des Hauptversuchs angegeben. 


Siureverbrauch (eem 0,02 n-H2SOx) 
Enzymmenge 
Enzymarten (cem) 
‘ Asparaginsaure Asparagin 

Gesamt-Autolysat 5 0 4,40 (88,0%) 
Wasser-Suspension des ° 0 0,90 (18,0%) 

Trockenpraparats A 
Glycerin-Suspension des 5 0 a 

Trockenpraparats A 
Wasser-Suspension frischer 3 1,45 (29:09) 6,20 (124,0%) 

Bakterien 


wurde die Asparaginsiure weder durch das Autolysat noch dureh 
das Trockenpriparat A desaminiert, wahrend nur die Wasser- 
Suspension frischer Bakterien aus Glycerinbouillon-Kultur die 
Asparaginsdure deutlich zu desaminieren vermochte. Also scheint 
die Timothee-Aspartase schon bei Autolysierung inaktiviert zu 
werden. 

Hiernach méchte man mit grésster Wahrscheinlichkeit anneh- 
men, dass im Timothee-Trockenpraparat sich nur die Asparaginase 
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TABELLE VI. 


Wirkung des Autolysats oder der Wassersuspension von frischem 
Mycobacterium phlei auf Aminosduren. 


Versuchsansatz: 5eem Gesamt-Autolysat wie in Tabelle V oder 5cem 
Wasser-Suspension frischer Bakterien wie in Tabelle V+1¢cm 0,1 Mol-Sub- 
stratlésung +10 cem Pufferlisung (PH 7,5) + Toluol; digeriert bei 37 C72. Stade 
Jang. 

Kontrolle wie in Tabelle I. 

Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierten Werte des Saure- 
verbrauchs angegeben. 


Sdureverbrauch (cem 0,02 n-SOsHe2) 
Substrat 
Gesamt-Autolysat Bakterien-Suspension 
1( + ) Glutaminsiure 0 0 
Glykokoll 0 0 
1( — ) Leucin 0 0 
1(—) Tyrosin 0 0 
1( — ) Phenylalanin 0 0 


TABELLE VII. 
Acylamidasewirkung von Mycobacterium phlei. 


Enzym: Eine 4%ige Pulversuspension von Trockenpraparat A wie in 
Tabelle I oder eine Suspension frischer Bakterien aus Glycerin-Bouillon-Kultur 
(7 Tage) in 3 Volumteilen Wasser, wie in Tabelle V. 

Versuchsansatz: 3ccm Wasser-Suspension frischer Bakterien oder 3 ccm 
4% fPulversuspension des Trockenpraparats A+l1ecem 0,1 Mol Acetamid, 
Benzamid, Guanidin-HCl oder 100 mg Salicylamid, Phenylessigsaureamid oder 
Kreatin+10 ecm Phosphatpufferlésung + Toluol (PH=7,5); digeriert bei 37°C 
72 Stunden lang. 

Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Substrat. Ammoniakbestimmung nach 
Folin. Die korrigierten Werte angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-HsSOz) 
Substrat 
Bakterien-Suspension Trockenpraparat A 
Acetamid i 3,10  (62,0%) 0 
Benzamid 0 0 
Phenylessigsiureamid 0 0 
Guanidin-HCl 0 0 
Kreatin 0 0 
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befindet und die Asparaginsiure im Gegensatz zu dem Girtner- 
Enzym dadurch ungespalten blieb. 

Ferner blieb das Autolysat der Timothee-Bakterien ohne Hin- 
fluss auf einige Aminosiuren, worunter Glutaminsiure wie Tyrosin 
(Saitoo, 1941) durch das Autolysat der Girtner-Bakterien 
desaminiert wurden (Tabelle VI). Aus diesen Beobachtungen 
konnte man keine Carbaminasewirkung in den Timotheebakterien 
feststellen. Ebenso negativ trat die Acylamidasewirkung des 
Trockenpraparats wie auch der lebenden Bakterien auf, mit Aus- 
nahme des Acetamids, das nur durch lebende Bakterien deutlich 
desamidiert wurde. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Trockenpraparat von Mycobacterium phlei (Timothee- 
Bakterien) griff Pepton und Dipeptide am giinstigsten bei Pu 7,0— 
7,5 an, die genuinen Hiweisskorper aber nur sehr schwach. 

2. Durch das Trockenpraparat wurden Benzoylglycin, 
Phtalyldiglycin, .Chloracetyl-l-phenylalanin und _ Chloracetyl-I- 
leucin abgespalten, dagegen Benzoyldiglycin, Chloracetyldiglycin 
und Bromisocapronylderivate nicht. 

3. In den Timothee-Bakterien konnte die Asparaginase- 
wirkung nachgewiesen werden, die am stirksten bei Pu 7,0—8,0 
auftrat, wahrend die Aspartasewirkung weder im Autolysat noch 
im Trockenpraparat A vorkam, jedoch nur in lebenden Bakterien. 
Die Timothee-Asparaginase ist gegen Hitze empfindlich und geht 
im Gegensatz zu der Gartner-Asparaginase beim Erhitzen bei 
65°C (30 Min.) verloren. 

4. Das Autolysat der frischen Timothee-Bakterien, das die 
stiirkste Asparaginase-Aktivitét aufwies, und auch die Suspension 
frischer Bakterien blieben ohne Hinfluss auf einige Aminosauren, 
die durch das Gartner-Autolysat desaminiert werden konnten. 

5. Die Versuche hinsichtlich der Acylamidase-Wirkung fielen 
im Trockenpraparat wie auch in den frischen Bakterien negativ aus, 
mit Ausnahme von Acetamid, das durch die letztere desamidiert 


wurde. 
Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle herzlichst 
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gedankt fiir die Gewihrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prof;*DroSeu trim: 
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INTRODUCTION. 


In 1903, Uhlenhuth showed that the injection of the suspen- 
sion of the lens of an eye of one animal into a rabbit led to the — 
development of precipitins which react with the lens substances 
of animals of the most diverse species. A number of investigaters, 
since then, studied on the organ specificity and it was found that 
the other tissues such as a brain, a medulla of the suprarenal 
glands or a posterior lobe of the pituitary gland had also the im- 
munological properties that make these tissues almost as an organ 
specific as the lens of the eye. 

The organ specificity has been shown by the ordinary sero- 
logical tests, such as the precipitin or complement fixation reaction 
with an aqueous or an alcoholic extract of tissues as an antibody 
detector. In the case of a brain, the most investigators used the 
complement fixation reaction with the antibrain serum and the 
alcoholic extract ofa brain. 

It has been demonstrated that the most antibrain serum reacts 
with a boiled as well as an unboiled suspension of the brain, show- 
ing that the specific substances have considerable thermostability. 
Furthermore it was found that an alcoholic soluble fraction of a 
brain functioned as a hapten and when it was mixed with a hetero- 
logous protein, such as a pig serum, a complete antigen was formed 
capable of inciting the development of complement fixing antibodies 
in animals. 

The chemical nature of the organ specific substances has not 
yet been determined. According to Witebsky, the relationship be- 
tween the lens substances is attributable, in part at least, to the 
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presence of a common lipoid. A similar condition was found by 
Witebsky and Steinfeld with the brain tissue. Rudy, Sachs 
and Schwad indicated that the organ specific substances were 
lipoids and they were consisted of two or more lipoids with a dif- 
ferent chemical constitution and physical properties. 

In the studies on the heterogenetic antigen, I knew that the 
active substances which react with the heterogenetic antibodies in 
complement fixation reaction are’ not of lipoid nature but the 
contaminated impurities in it. With the same idea and by the 
same method I attempted to determine whether the organ speeific 
substances are really lipoid or other substances. In this experi- 
ment I tried at first to decide that what kind of the substance 
exists in the alcoholic extract of a brain and fixes a complement 
with an antibrain serum. 


EXPERIMENT. 


I. Preparation of the material for injection and 
the method of immunization. 


The fresh brain of an ox or a pig was used for the experiment. 
The meninges and large blood vessels were dissected away from a 
brain tissue and the blood was removed by washing with a warm 
water. The material was then well grounded and to one part of 
this minced tissue 30 parts of a physiological saline solution was 
added and extracted for about one hour under an occasional 
shaking. The mixture was then filtered through 10 sheets of a 
gauz to remove coarse particles. To neutralize the poisonous fune- 
tion of the brain tissue suspension, the same amount of the rabbit 
serum was added to the filtrate and kept for two hours at 37°, 
according to Dold’s method. The 3.0 ce. of this mixture was in- 
jected intravenously 6 to 8 times at an interval of 3 days to 
rabbits, weighing from 2.5 to 3 kilograms. 7 days after the last 
injection, the blood was taken out for the experiment. 


II. The complement fixation reaction. 


The complement fixation reaction was performed by 


» 
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Browning’s method. The antiserum is inactivated by heating at 
56°C for 30 minutes and diluted to ten times its volume with a 
physiological saline solution. A guineapig serum is always used as 
the complement, and the amount sufficient to hemolyze 0.5 ce. of 3 
per cent suspension of ox red corpuscles in the presence of 5 units 
of hemolysin, is taken as one unit. The antibody detector is used 
in an amount which just fails to prevent the hemolysis of sensitized 
ox red corpuscles, containing two units of the complement. The 
hemolytic system is composed of 1.0 ce. of 3 per cent ox red 
corpuscles suspension, which consisted of the physiological saline 
solution, and 5 units of the hemolysin. . 

In a series of test tubes, 0.5 ee. of 10 per cent antiserum, a 
measured amount of antibody detector and an increasing amount of 
the complement such as 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 15 units were put 
in and mixed well. After incubating for 1.5 hours at 37°C with 
an occasional agitation, 0.5 cc. of the sensitized corpuscle suspen- 
sion was added and the tubes were kept in an ineubater at 37°C 
for 1.25 hours, to test the degree of hemolysis at the end of this 
time. For each experiment both antibody-detector-complement and 
antiserum-complement were performed. The antibody detector was 
prepared as follows: 

To one part of the minced brain tissue described as above, 
add nine part of an absolute alcohol and the mixture is allowed 
to stand at a room temperature for a few days, with an occasional 
shaking. The extract is then filtered through a filter paper and 
kept in a dark place in a stoppered bottle. To use this alcoholic 
extract as antibody detector it is diluted with a physiological saline 
solution to 20 times its volume, and at the lapse of from 20 minutes 
to one hour after the dilution it is used as an antibody detector. 

The results of the experiments are shown in Table I and II. 
In the tables, cases where no hemolysis occurred are indicated as 
(—), and complete hemolysis as (+), while for intermediate cases, 
the signs (+), (+) and (+) are used. 

As ean be seen from these results, the organ specific antiserum 
can be obtained by immunizing a rabbit with a suspension of a 
brain tissue, and the alcoholic extract of a brain has the property 
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TABLE I, 


A complement fixation reaction with an antioxbrain serum and an aleoholie 
extract of a brain of animals of various species or of various 


organs of an ox as an antibody detector. 


1. Antibody detector : Alcohole extract of an oa brain. 
Unit of complement Detector Antiserum 
No. of a 4 
rabbit | 9 4 6 8 | 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 = - _ - oe ae Ht Ht Ht 
102 ae ial Pea a Wage i= gn Mest a Ht 
103 ee ed ee ee eee tt 
105 = - = om = 36 ane te 
2. Antibody detector : Alcoholic extract of a horse brain. 
Ne. ia Unit of complement phere ee 
Tabi 2 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 — — sue |p ae ot Sue |) Ste it th Ht 
102 = - = me Ht +t Ht Ht 
103 = - = ia +t Ht Ht Ht 
105 - = - ie {ll aap || aut tte tte 
3. Antibody detector : Alcoholic extract of a rabbit brain. 
No. of Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit ; ap ee 
2 4 6 8 10 12 15 | Complement | Complement 
101 = - = = = = +t tHe tte 
102 = ~ - — - — — tHe 
103 = — _ — = — + tHe 
105 - _ = _ — = Hh Ht 
4, Amtibody detector : Alcoholic extract of a pig brain. 
No:.of Unit of complement SOROS Peet 
rabbit . = 
2 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 _ - as aie lai |y Site tt tHe tit 
102 _ - — - a = +h it 
103 _ - — - - _ tHe sit 
105 = = mS ae rages | any tit 
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5. Antibody detector : Alcoholic extract of various organs of an on. 


No. of Antibody Unit of compl. supe Antiserum 
rep pue detector 2 4 6 Complement Osiiciatane 
101 Heart tit Ht tH 4H | tit : 
102 r a | oe | Ht | Ht 
103 ” Ht Ht Ht Ht 
105 ” At tt tHe tt 
101 Kidney +t Ht Ht Ht tit 
102 ” ttt ttt Ht tt 
103 ” Ht Ht tt tt 
105 ” Ht Ht Ht tt 
101 Lunge tit ttt +t tt tt 
102 ” Ht Ht Ht Ht 
103 ” tte tr tHe Ht 
105 ” tHe tt tt tHe 
101 Liver tHe Ht it +t tt 
102 «| ” tt tt tit +t 
103 ” Hh tHe ttt tHe 
105 | » 4h | He] He Ht 
101 | Muscle ye ea tae Ht HH 
102." ” ee 4 
103 ” tHe tHe th tHe 
105 ” ste tHe tte Ht 
TABLE II, 


A complement fixation reaction with an antipigbrain serum and an 
alcoholic extract of a brain of animals of various species 
or of various organs of a pig as an antibody detector. 


1. Antibody detector : Alcoholic extract of a pig brain. 


No. of Unit of complement Pe tio ae 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement Complement 
201 _ - tt +t Ht He +t 
202 _ _ + Ht +t ht 
203 - — - ++ 4+ Ht 
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2. Antibody detector : Alcoholic extract of an ox brain, 
Unit of complement Detector Antiserum 

No. of ae as 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement Complement 

201 = = att +t tit +t tHe 

202 = _ ae tt Ht at 

203 ~ = =| aR a ar ttt 

3. Antibody detector : Alcoholic extract of a horse brain. 
Unit of complement Detector Antiserum 

No. of + a 
rabbit 2 4 6 8 10 Complement Complement 

201 - ++ te tt th th th 

202 - + tt ttt it tt 

203 — +t Ht Ht Ht tHe 

4, Antibody detector : Alcoholic extract of a rabbit brain. 

No. of Unit of complement iste en 
rabbit Py 4 6 8 10 Complement Complement 

201 = Si tHe tt th tt tHe 

202 a = tit tt +t +t 

203 == = ++ tH tt ur 

5. Antibody detector : Alcoholic extract of various organs of a pig. 

NeVRE Aninude Unit of compl. pete ecg es 
Aone: pores 2 +t 6 Complement Complement 
vs 

201 Heart +t +t tt Ht +t 

202 ” Ht Ht +t Hh 

203 ” tt it 4th +t 

201 Kidney tt tHe tHe it tH 

202 ” th tte tte sth 

203 ” ttt tt ttt athe 

201 Muscle it tt tt +t te 

202 ” ttt tit tHe tit 

203 ” tt tit tHe ath 
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as an antibody detector against the antibrain serum which is well 
known as before. 


III. Isolation of the active substance as an antibody detector 
from the alcoholic extract of a brain. 


I attempted therefore to determine as to what sort of a sub- 
stance, present in the alcoholic extract of brain, reacts as an anti- 
body detector. For this purpose the alcoholic extract of a brain 
was fractionated as follows, and each fraction was tested with 
regard to the property as an antibody detector. 

The alcoholic extract of a brain is concentrated in a vacuum 
at a temperature not exceeding 40°C to a syrupy consistency under 
a slow current of carbon dioxide. The residue is dissolved in a 
small amount of ether and an insoluble substance is removed by 
decantation. To the etheral solution, an excess of acetone is added 
and the precipitate which separated is collected. These processes 
were repeated three times. The precipitate thus obtained is a 
yellowish mass and is called a crude phospholipin in this ex- 
periment. 

The nitrogen and phosphorous contents of the crude phos- 
pholipin were estimated by micro-Kjeldahl and Youngburg’s 
method respectively. The atomic ratio of N:P are as follows. 


Phospholipin from an ox brain. 1.58 
Phospholipin from a pig brain. 1.65 

The acetone soluble fraction was evaporated in a vacuum at 
40°C and dissolved in alcohol in a concentration of one per cent 
and one volume of it was diluted with 30 volumes of a physiological 
saline solution and in an interval of 20 minutes to one hour after 
the dilution the property as an anti-body detector was tested. The 
results is as follows. 

From these results it can be seen that the property as an 
antibody detector of the alcoholic extract of a brain does not depend 
on the acetone soluble fraction. 

The crude phospholipin was dissolved in alcohol in a concentra- 
tion of one per cent and emulsified by diluting with a physiological 


240 S. Fujimura: 


Tasie III. 
Complement fixation reaction. 
1. Antibody producer : Suspension of an ox brain. 
Antibody detector : Acetone soluble fraction of alcoholic extract of 
an ow brain. 


No. of Unit of compl. Sg Sn 
rabbit 2, 4 6 8 Complement Complement 
101 th tHe tHe tte aig tHe 
102 +t tt tHe tt ttt 
103 tt tt tHe tte tt 
105 te tHe Ht tHe th 


2, Antibody producer : Suspension of a pig brain. 
Antibody detector : Aceton soluble fraction of alcoholic extract 
of a pig brain. 


No. of tots a of comp pent SS) PENS sae 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
201 Ht tt Hh Ht Ht Ht 
202 tt He tt +t He 
203 tt He +t Ht Ht 


saline solution as described in the case of the acetone soluble frac- 
tion and the anti-body detecting properties was then tested. 


TABLE IV. 


Complement fixation reaction with an antioxbrain serum and the crude 
phospholipin from a brain. 


1. Antibody detector : Crude phospholipin from an ox brain. 


No. of Unit of complement Detector Antiserum 
0 + + 
rabbit | » 4 6 8 | 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 =- - = = = = tit tit it 
LODO Seal oa eerie? ie oils at 
LOS vi (het ee ele tt 
LOGY) rteclantis by al title sees eae tt 
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Antibody detector : Crude phospholipin from a pig brain. 


No. of Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit as . 
2 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 

101 Sea eee any NL oe ees Ht Ht 

102 - _ — _ _ - _ ib 

0s | —-|-|-|-|-} =] +. 4H 

105 — - = = - + tHe tHe 

TABLE V. 
Complement fixation reaction with an antipigbrain serum and the 


erude phospholipin from a brain. 


1. Antibody detector : Crude phospholipin from a pig brain. 
No. of Unit of compl. Psisciat Annee 
rabbit 
ee 2 4 6 8 Complement Complement 
201 = = Ht Ht Ht tt 
202 - = te sit Hh 
203 = = sae tHe ttt 
2. Antibody detector : Crude phospholipin from an ox brain. 
No. of Unit of compl. Detechor ant rerene 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
201 - tHe st +t tHe tHe 
202 - = tHe tHe tHe 
203 = _ +t sit He 


The results indicate that the crude phospholipin prepared 
from the aleoholic extract of a brain reacts with the antibrain 
serum almost as strong as the original alcoholic extract. 

Then I tried to decide wherther the phospholipin § really 
possesses the antibody detecting action in a purified state, or not. 
The crude phospholipin was purified by the following method. 

To the aleoholie solution of the crude phospholipin, an excess 
of a saturated alcoholic solution of cadmium chloride is added and 
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the double salt of lipoid is freed from the solution by centrifuga- 
tion. The precipitate is washed several times with alcohol until 
the yellowish colour disappears. Then the lipoid cadmium double 
salt is suspended in a hot alcohol and dissolved by heating it in a 
water bath. To it was added a powdered ammonium carbonate 
little by little until the solution becomes weakly alkaline against the 
litmus paper. It was then heated in a water bath to decompose 
the double salt, and is filtered while hot. After cooling, the lipoid 
is again precipitated by adding cadmium chloride as described 
above. The precipitate is now washed with alcohol and recrystaliz- 
ed from an alcohol-acetic ester mixture (2:1). The erystals are 
dissolved in a hot aleohol and decomposed with ammonium 
carbonate and filtered. The filtrate is dried in a vacuum in a slow 
eurrent of carbone dioxide gas to a syrupy consistency. The 
residue is then dissolved in a small amount of ether and preci- 
pitated by adding an excess of acetone. The dissolution and 
precipitation are repeated three times. The phospholipin thus 
prepared is entirely colourless and kept under acetone in a stop- 
pered bottle in a dark place. 

The contents of nitrogen and phosphorous of the purified 
phospholipin were estimated. The atomic ratio of N:P are as 
follows: 


From an ox brain 1.08 
From a pig brain 1.12 
TABLE VI. 


Complement fixation reaction with an antioxbrain serum and the 
purified phospholipin from a brain. 


1. Antibody detector : Purified phospholipin from an ow brain. 


No. of Unit of compl. Detector Antiserum 
ie 2 4 6 8 Geka Comer 
101 tt tte Hy ib aT 4H 
102 Ht Ht 4 4 ty 
103 tit He ti ate Tf 
105 4H 4 4 4h i 
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2 Antibody detector : Purified phospholipin from a pig brain. 
No. of Unit of compl. Detector Antiserum 
rabbit ae a 
2 4 6 8 Complement Complement 
101 sit Ht ttt tHe tte fj cilia 
102 tit tHe tt tHe tt 
103 tt tHe th tHe tte 
105 st Ht Ht tH Hr 
TaBLE VII. 


Complement fixation reaction with an antipig brain serum and the 


purified phospholipin. 


1. Antibody detector : Purified phospholipin from a pig brain. 
No. of Unit of compl. ee pa race 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
201 +t tHe tt tHe tte Ht 
202 st tt tt tHe tHe 
203 it it Ht ttt th 
2. Antibody detector : Purified phospholipin from an ox brain. 
No. of Unit of compl. oe pace 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
201 +t tt tHe tHe tte tHe 
202 Ht Hh Ht Ht tt 
203 tit sit tHe tHe tHe 


With these purified phospholipin as an antibody detector and 
the antibrain serum complement fixation reaction were performed. 
The results are as follows: 

From these results, it is clear that the phospholipin devoids 
the property as an antibody detector when it is purified. But 
from these experiments it can not be determined definitely that 
the antibody detecting property of the crude phospkolipin does 
not depend on the lipoid itself, because an active lipoid may be 
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eliminated during the process of the purification of the phos- 
pholipin. I attempted therefore to decide whether the property of 
the erude phospholipin as antibody detector indeed depends on the 
lipoid or not. For this purpose, the unsaturated phospholipin was 
hydrogenated by means of platinum black. The hydrogenation of 
the lipoid makes it more hydrophobic and consequently is easily 
separated from water soluble impurities. 

The method of the hydrogenation. 

About 2 gm. of platinum black was suspended in 200 ce. of 2 
per cent alcoholic crude phospholipin solution and the mixture was 
bubbled through at 60°C with a hydrogen gas, which was purified 
by passing through a saturated mercuric chloride solution, 2 per 
cent pottasium permanganate solution and 5 per cent sodium 
hydroxide solution in suecession. After the disappearance of a 
yellowish colour of the crude phospholipin, the hydrogen gas was 
bubbled through for one hour more, and the mixture was left for 
the sedimentation of the platinum black at 60°C, and then filtered 
while hot. The filtrate freed from platinum black is colourless 
and the white precipitate of the hydrophospholipin separated out 
as cooling proceeded. After the removal of the hydrophospholipin, 
the hydrogenation of the filtrate was repeated once more. The 
alcoholic filtrate was evaporated in a vacuum at 50°C, and mixed 
well with the hydrophospholipin precipitate obtained by the first 
hydrogenation. The hydrogenated crude phospholipin thus ob- 
tained is a white powder. 

The isolation of the water soluble fraction of the hydrogenated 
crude phospholipin was as follows: 

The hydrogenated phospholipin was dissolved in chloroform 
and extracted with water at pH 2 in the presence of a small amount 
of alcohol several times. The chloroform fraction was evaporated 
in vacuum at 40°C and recrystallized from acetic ester. The water 
soluble fraction was extracted many times with chloroform and 
ether and then neutralized and evaporated to dryness in a vacuum. 
The water soluble fraction shows Biuret reaction and precipitation 
with sulfosalicylic acid. The nitrogen and phosphorous contents of 
the water soluble fraction were estimated and the following results 
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were obtained. 


N P 
From an ox brain 7.3% 0.002% 
From a pig brain 6.3% 0.001% 


The complement fixation reactions were performed with the 
anti-brain serum and the chloroform soluble fraction or the water 


TasLe VIII. 
Complement fixation reaction with an antioxbrain serum and chloroform 
soluble fraction of hydrolipoid from a brain. 


1. Antibody detector : Chloroform soluble fraction from a pig brain, 


No. of Unit of oe r 2! pees ste 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
101 tH tt +t Ht Ht Ht 
102 Ht tH Ht Ht Ht 
103 Ht ttt tH tit tt 
105 +t tit Ht Ht Ht 


2. Antibody detector : Chloroform soluble fraction from an ox brain. 


Unit of compl. Detector Antiserum 

No. of de + 
rabbit 2 4 | 6 8 Complement Complement 

101 ~ Ht 4H Ht te Hh it 

102 +t Hh Ht Hh +t 

103 tt tt Ht HH He 

105 He tt Ht Ht Ht 

TABLE IX. 


Complement fixation reaction with antipigbrain serum and chloroform 
soluble fraction of hydrolipoid from a brain. 


1. Antibody detector : Chloroform soluble fraction from a pig brain. 


Unit of compl. Detector Antiserum 
No. of afis ee 
rabbit 2° 4 6 8 Complement Complement 
201 Ht tt +H tit +t tit 
202 tt +t tHe tte it 
203 Ht +t Ht tHe Ht 
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2. Antibody detector : Chloroform soluble fraction from an ox brain. 


Unit of compl. Detector Antiserum 
rabbit 9 4 6 8 Complement Complement 
201 th tit He Ht Ht Ht 
202 Ht Ht Ht Ht ttt 
203 it it te He it 
TABLE X, 


Complement fixation reaction with an antioxbrain serum and water 
soluble fraction of hydrolipin from a brain. 


1. Antibody detector : Water soluble fraction from a pig brain. 
Unit of complement Detector Antiserum 
No. of = vs 
tabbis 2 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 - = Hh Ht Ht Ht Ht Ht Ht 
102 = = = = = +t +t tt 
103 = = = = 5 Ht Ht tHe 
105 - - a ne |) ate | ante Ht Ht 
2. Antibody detector : Water soluble fraction from an ox brain. 
No. of Unit of complement Hae a 
2 4 6 8 10 | 12 | 15 | Complement | Complement 
101 - — tr th aie |) caine |} ane sth Ht 
102 - = _ — aie || ane |) ste st 
103 — = = tae || ap |) aie] Se tit 
105 — = _ tt ap | fae | ate sit 
TABLE XI. 


Complement fixation reaction with an antipigbrain serum and water 


soluble fraction of hydrolipin from a brain. 


1. Antibody detector : Water soluble fraction from a pig brain. 
Wook at Lae of comnt: eestor Suthers 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 

201 - tit tHe th ttt +t 
202 _ +t tHe ti tt 
203 _ + it tit +t 
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2. Antibody detector : Water soluble fraction from an ox brain. 


Novot @lz-cn) Unit of compl. Detector Antiserum 
rabbit 5 a5 + 
2 4 6 8 Complement Complement 
201 — tHe tHe tit th ih 
202 _ Ht ttt Ht Ht 
208 ~ fa se +4 4h 


soluble fraction as an antibody detector. The chloroform soluble 
fraction was dissolved in hot aleohol and then emulsified by diluting 
it with a physiological value salt solution as described as before. 

The results indicate that the antibody detecting property of 
the crude phospholipin depends on its impurity and it becomes 
separable from the phospholipin by the hydrogenation of the un- 
saturated lipoid. 


IV. The preparation of globulin from a brain tissue and 

its serological property. 

Globulin was prepared from the brain tissue and it was tested 
whether the globulin reacts organ specifie with an anti-brain serum 
or not. The method of a preparation is as follows. 

The minced brain tissue is extracted with acetone several times 
followed by ether, and then it is dried at 40°C. After thoroughly 
grounded it is extracted again with ether in the Soxlet apparatus 
until nothing is more extracted. The material thus treated is 
dissolved in a physiological saline solution and an insoluble portion 
is removed by filtration. To the filtrate ammonium sulfate is added 
to a concentration of half a saturation, and the separated precipitate 
is collected by centrifugation and washed several times with the 
‘ half saturated ammonium sulfate solution. The precipitate is then 
dialysed in a collodium membrane against a running water until 
a reaction of ammonium becomes negative. 

The results of the tests are shown in the following tables. 

It can-be seen from these results that the globulin prepared 
from a brain has also an antibody detecting property against an 
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TABLE XI. 
Complement fixation reaction. 


1. Antibody producer : Suspension of an ox brain tissue. 
Antibody detector : Globulin from an ox brain. 


Unit of complement Detector Antiserum 
No. of Sar ae 
rabbit 2 4 6 8 10 12 15 | Complement | Complement 
101 _ = = niin We ate 1h Gane |). ite tit Ht 
102 — _ - — oF th th Tr 
103 _ = = =f ae jae |) ae ttt 
105 coal Wea dP) cera Kamas sia iL wlh ils Weal ut 
2. Antibody producer : Suspension of a pig brain. 
Antibody detector : Globulin from an ox brain. 
Unit of complement Detector Antiserum 
No. of au ae 
nabbit 2 4 6 8 10 Complement Complement 
201 _ = Ht Hh Ht Ht Ht 
202 _ = He Ht Ht ttt 
203 _ oo + te tHe Ht 
3. Antibody producer : Suspension of a pig brain. 
Antigody detector : Globulin from a pig brain. 
No. of Unit oe iia ge eens pe 
rabbit 2 4 6 8 Complement Complement 
201 — aie tHe sit tte Hh 
202 — ae tk th tt 
203 a otha Ht Ht +H 
4, Antibody producer : Suspension of an ow brain. 
Antibody detector : Globulin from a pig brain. 
Ro vot Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit ahi # . + 
2 4 6 8 10 Complement Complement 
101 - = sth itp tit +t Ht 
102 - - a = ste tt 
103 = _ aa Ht tHe tte 
105 = = + th tH tHe 
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antibrain serum of the animals of the same species or the different 
species, at least in the animals treated in this experiment. 


SUMMARY. 


1. The alcoholic extract of the brain reacts also with the 
antibrain serum of the animal of the same species and of the dif- 
ferent species. The active substance combines with an acetone- 
insoluble fraction of the alcoholic extract, namely the phospholipin 
fraction. The acetone soluble fraction of the alcoholic extract lacks 
the antibody detecting property. 

2. The phospholipin fraction of the alcoholic extract of the 
brain loses the antibody detecting property when it is purified by 
cadmium lipoid double salt method. 

3. When the crude phospholipin is hydrogenated and separat- 
ed into a water soluble fraction and a chloroform soluble fraction, 
the active substance is collected only in the former fraction. 

4. The globulin prepared from the brain tissue reacts with an 
antibrain serum of the animal of the same species and also of the 
different species. 
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STUDIEN UBER POLYSACCHARIDE AUS 
PATHOGENEN PILZEN. 


2. Mitteilung. 


VON 


FUZIO FUKE. 


(Aus der Dermatologischen Abteilung (Prof. H. Yanagihara) und 
der Biochemischen Abteilung (Leiter. Dr. K. Makino), 
Dairen Hospital, Stidmandschurei.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1941) 


Ich habe schon iiber die spezifischen Polysaccharide aus 
pathogenen Pilzen berichtet F. Fuké (1941). Diese Polysaecha- 
ride erwiesen sich immunbiologisch stark wirksam. 

Als Darstellungsmethode dieser Polysaccharide habe ich das 
Umfallungsverfahren mit Alkohol und Hisessig benutzt. Die 
Polysaccharide wurden mit absolutem Alkohol aus dem wiassrigen 
Extrakt der pathogenen Pilze (Achorion gypseum, Trichophyton 
violaceum und Miecrosporon lanosum) ausgefallt. Zur weiteren 
Reinigung wurde mehrmaliges Umfallen mit Alkohol und Eisessig 
durchgefiihrt. 

Als gewohnliche Darstellungsmethoden der  bakteriellen 
Polysaccharide benutzt man die Umfillungsverfahren mit Alkohol, 
abwechselnd in alkalischem und saurem Milieu oder das Umfallen 
mit Schwermetallsalzen Mikulaszek (1935). 

In der vorliegenden Abhandlung habe ich als Reindarstellungs- 
methode die Chloroform-Sehiittellungsmethode nach Sevag et al 
(19385) benutzt. tiber dieses Verfahren hatte er berichtet, dass 
durch Schiitteln mit Chloroform die im Rohpolysaccharide 
enthaltenen Begleitstoffe, besonders Hiweisskorper das wasserun- 
lésliche Chloroform-Protein-Gel bilden sollten. 

Nach diesem Verfahren hatten F. Klopstoeck und A. Ver- 
cellone (1936) die spezifischen Polysaccharide aus Hefen (Torula 
utilis, Saccharomyces fragilis und Saccharomyces cerevisiae) 


gewonnen. 


251 


252 F, Fuke: 


ISOLIERUNG DER POLYSACCHARIDE. 


Die Polysaccharide von Achorion gypseum, Trichophyton 
violaceeum und Microsporon lanosum wurden in folgender Weise 
gewonnen. 

Als Material wurden auf Sabouraudscher Maltose-Bouillon 
iippig gewachsene Kulturen verwendet. Nach Abfiltrieren der 
Pilzkolonien wurde Nihrfliissigkeit im Vakuum eingeengt, dann 
mit absolutem Alkohol ausgefallt. Die Pilzkolonien selbst wurden 
ea. eine Woche lang in 70% Alkohol gelegt, dann durch Verreiben 
im Morser in ein Pulver verwandelt und dann mit dem oben er- 
wihnten Niederschlag vereingt, und mit Ather 20 Stunden extra- 
hiert. Der Riickstand wurde im Exsikkator getrocknet und auf- 
bewahrt. 

Je 10¢ des Troeckenpulvers von Achorion gypseum, Tricho- 
phyton violaceum und Microsporon lanosum wurden mit 500 cem 
Wasser 3 Stunden unter Riickflusskiihlung erhitzt. Das Filtrat 
wurde dureh Chamberland Ls filtriert. 

Das klare Filtrat wurde zu 100 cem konzentriert und mit 50 
ecm Chloroform, 30 ecem Amylalkohol und 30 cem Toluol versetzt, 
24 Stunden mit Glasperlen gut geschiittelt und dann zentrifugiert. 
Nach Abtrennen der tiberstehenden Fliissigkeit wurde die Chloro- 
formschicht nochmals in derselben Weise mit 100 cem Wasser 
extrahiert. 

Der vereinigte wassrige Extrakt wurde im Vakuum auf ein 
kleines Volumen eingeengt. Das darin enthaltene Kohlenhydrat 
wurde durch Zusatz der 4 fachen Menge Methylalkohol gefallt. 

Das Sediment wurde wieder in 50 cem Wasser gelist und mit 
50 ccm Chloroform, 30 cem Amylalkohol und 30 cem Toluol versetzt, 
24 Stunden lang geschiittelt und dann zentrifugiert. 

Der wiassrige Anteil wurde mit der 4 fachen Menge absolutem 
Alkohol ausgefallt und der Niederschlag nochmals in 20 eem Wasser 
gelost und der ungeloste Teil abzentrifugiert. 

Die klare iiberstehende Fliissigkeit wurde mit 12-15 facher 
Menge Hisessig ausgefallt und der entstehende Niedersehlag ab- 
filtriert. Dieser Niederschlag wurde mit Alkohol gewaschen und 
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nochmals in 20 cem Wasser velost und der ungeliste Teil abzentri- 
fugiert. Die klare Flussigkeit wurde nochmals mit Alkohol aus- 
gefallt. 

Zur weiteren Reinigung wurde die oben erwahnte Behand- 
lung noch zweimal wiederholt. Die so gereinigten Produkte 
stellten nach dem Waschen mit Azeton, Ather und Trocknen im 
Exsikkator weissliche, hygroskopische und amorphe Substanzen dar. 


CHEMISCHE HIGENSCHAFTEN DER POLYSACCHARIDE. 


Mit Jod-Jodkali-Lésung gaben die Polysaccharide von drei 
Arten eine der Stirke-Jodreaktion ahnliche tiefblaue Farbung und 
reduzierten Fehlingsche Loésung nach der Hydrolyse. 

Ubliche Eiweissreaktionen wie Biuret, Millon und Xantho- 
protein fielen negativ aus. 

Farbenreaktion auf Zucker nach Molisch ergab sich stark 
positiv, jedoch Orzin- und Resorzinreaktion fielen negativ aus. 

Reduzierende Substanzen als Glykose (nach Hagedorn-Jansen) 


betrugen : 
Achorion gypseum 77% 
Trichophyton violaceum 60% 
Microsporon Janosum 83% 


Bestimmung des Drehungsvermdgens ; 


Achorion gypseum 


0,05 gr Subst. 10 cem Wasser L=?f 
a=+0,25° [a]p=+50° 
Trichophyton violaceum 
0,05 gr Subst. 10 cem Wasser bat 
a= +0,38° [a]o= +76° 
Microsporon lanosum 
0,05 gr Subst. 10 eem Wasser L=I 
Inaktiv 


Microelementaranalysen der Polysaccharide 


Achorion gypseum 
4,310 mg Subst.; 6,31 mg CO2 2,590 mg HzO 
2,990 mg Subst.; 0,015 cem Ne (28° 761 mm) 
Gef.; C=39,93% H=6,72% N=0,57% 
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Trichophyton violaceum 
3,800 mg Subst.; 5,505 mg COs 2,290 mg H2O 
3,390 mg Subst.; 0,020 eem Ne (28° 763 mm) 
Gef.; C=39,51% H=6,74% N=0,67% 


Microsporon lanosum 
3,260 mg Subst.; 4,845 mg CO2 2,030 mg H2O 
4.590 mg Subst.; 0,027 cem Ne (28° 761 mm) 
Gef.; C=40,53% H=6,97% N=0,67% 


Gesamtphosphor-Bestimmung nach Bell-Doisy. 


Achorion gypseum 0,19% 
Trichophyton violaceum 0,16% 
Microsporon lanosum 0,25% 


IMMUNBIOLOGISCHE VERSUCHE. 


Kaninchen erhielten Injektionen. von Pilzzellsuspensionen. 
0,5-2 ¢ trockenes Pilzzellpulver, wie schon in der I. Mitteilung 
erwahnt, wurde mit je 5cem physiologischer Kochsalzloésung auf- 
geschwemmt und intraperitoneal Kaninchen eingespritzt. Diese 
Operation wurde wahrend drei Wochen 4 mal wiederholt. 

4-5 Wochen nach der ersten KEinspritzung wurde das 
Kaninchenblut entnommen und das inaktivierte Serum in der 
serologischen Reaktionen mit den Polysacchariden untersucht? 

Die Ergebnisse der serologischen Reaktionen, d.h. Komple- 
mentbindungs- und Prazipitationsreaktion ergaben sich negativ. 
Aber die Hautreaktion mit diesen Polysacchariden lost sich schwach 
positiv aus. 

Also in den serologischen Reaktionen hatten diese Polysac- 
charide keine Spezifitat. 

Wie schon in der friihen Mitteilung erwahnt hat Verf. die 
spezifischen Polysaccharide aus pathogenen Pilzen dargestellt. In 
dem vorlegenden Versuche wurden die unspezifischen Polysac- 
charide aus denselben Stéimmen dargestellt. 

Die chemischen Higenschaften dieser Polysaccharide von zwei 
Arten, d.h. der spezifischen und unspezifischen Polysaccharide sind 
unten einander gegeniiber gestellt. 
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Achorion gypseum reduzierende Sub. 
[a]p C% H% N% P% als Glukose 
Polys. a. +50° 39,93 6,72 0,57 0,19 77% 
Polys. b. +48° 37,82 6,18 1,46 0,25 T4% 
Trichophyton violaceum 
Polys. a. +76° 39,51 6,74 0,67 0,16 60% 
Polys. b. +25° 40,20 6,39 1,00 0,22 83% 
Microsporon lanosum 
Polys. a. 0 40,53 6,97 0,67 0,25 83% 
Polys. b. q 38,72 6,48 0,90 0,30 74% 


(Polys. a. serologisch inaktives Polysaccharid. 
Polys. b. serologisch aktives Polysaccharid. ) 


Wie man sieht, konnte keine deutliche Verschiedenheit 
zwischen den Polysacchariden von zwei Arten nachgewiesen 
werden. 

Aber der Stickstoffgehalt der inaktiven Polysaccharide war 
etwas niedriger als derjenige der aktiven Polysaccharide. 

Die dabei auftretenden Fragen, ob es sich bei der seroaktiven 
Substanz um einen N-haltigen am Polysaecharid adsorbierenden 
Korper handelt oder ob ein N-haltiges Polysaccharid vorliegt, und 
in welcher Beziehung der Stickstoffgehalt des Polysaccharids und 
die serologische Reaktion zueinander stehen, miissen weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

F. Klopstock und A. Vercellone hatten berichtet, dass es 
ihnen dureh die Sevagsche Chloroform-Protein-Gel Methode 
gelungen war, die spezifischen Polysaccharide aus Hefen zu 
gewinnen, und dass dieselbe Polysaccharide mit den Seren von den 
mit Vollhefe vorbehandelten Kaninchen bis zur hohen Verditinnun- 
gen die positive Komplementbindungsreaktion gegeben hatten. 

Aus dem Versuche des Verfassers ergab sich, dass in der sero- 
logischen Reaktion das Pilz-Polysaccharid, welches nach Sevagscher 
Methode gewonnen wurde, unspezifisch war. 

Keston, Mott und Jobling (1930) hatten aus ihren Ver- 
suchen das analoge Ergebnis berichtet. Sie hatten durch Reinigen 
mit Fehlingscher Lésung die Polysaccharide aus Hefen (Monila) 
und Trichophyton gypseum gewonnen. Die Polysaccharide aus 
Hefen hatten die positive Prazipitationsreaktion ergeben, jedoch 
das Polysaccharid aus Trichophyton gypseum nicht. 
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Daher kénnte man vermuten, dass die Verbindung des Anti- 
genprinzips des pathogenen Pilzes mit dem Polysaccharid-Molekile 
labil sei. 
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UBER DIE KANINCHENARGINASE. 


I. Mitteilung. Uber die Gewebearginase nach der Metallsalz- 
injektion unter besonderer Beriicksichtigung der 
Blutarginase (Arginasdmie). 


VON 


KOOITI DEI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultiit 
, der Kaiserlichen Tohoku-Universitaét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 26. Juli 1941) 


Den sehr wertvollen Untersuchungen von Krebs und 
Henseleit (1932) zufolge beansprucht die physiologische Rolle 
der Arginaseaktivitét der Leber grosses Interesse in Fragen der 
Harnstoffbildung. In einer anderen Richtung der Arginase- 
forschung taucht eine neue Frage auf dem Gebiet der Tumoren- 
zymologie auf, bei welcher starke Arginasewirkung der Geschwiilste 
von vielen Seiten diskutiert wird. Edlbacher und Koller(1934) 
suchten die Bedeutung der Arginase anderer Gewebe als Leber 
daraus zu erklaren, dass die Gewebearginase viel mit dem Zell- 
kernumsatz zu tun hat. Andererseits kommt die Aktivierung der 
Arginase dureh Metallsalze in Betracht, nachdem Mangansalz 
(Klein et al., 1935) als Aktivator aufgefunden wurde.. Ferner 
haben Edlbacher und Zeller (1936) auch eine aktivierende 
Wirkung des Co-, Cd- und Nickelsalzes, wenn auch in schwachem 
Grad beobachtet. Uber das Verhalten.der Arginase der Gewebe 
und des Blutes nach der Injektion dieser als Aktivator in Betracht 
kommenden Metallsalze sind unseres Wissens jedoch fast noch keine 
Untersuchungen gemacht worden. Der Verf. ist an diesem Problem 
interessiert, da es eine grosse Rolle bei der Harnstoffbildung spielen 
muss. Es lasst ausserdem an die Arbeit von Tomota (1941) 
erinnern, dass die Bakterienarginase bei der Kultur an dem mit 
Mangansulfat beschickten Nahrboden in einem vollaktiven Zustand 
auftreten kann. Da die Versuche sich hier auf das Kaninchen- 
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geweber als Material beziehen, muss die Arginaseaktivitat des 
gesunden Kaninchens zuerst beriicksichtigt werden. 

Nach den alten Angaben von Edlbacher und Rothler (1925) 
wurde die Arginaseaktivitit ohne Manganaktivierung nur in Leber, 
Niere und Hoden des Kaninchens beobachtet. 

Darauf hat Kaiju (1938) die Arginasewirkung der Ka- 
ninchengewebe und des Blutes unter Beriticksichtigung der 
Manganaktivierung mit der Absicht der vergleichenden Betrach- 
tung bei Leberschaidigungen studiert. 

In guter Ubereinstimmung mit den Angaben von Edlbacher 
et al. (1927) hat Iwabuchi (1937) keme Arginase trotz der 
Manganbehandlung im normalen Kaninchenblut  festgesteilt, 
wihrend Kaiju (1938) als erster das Auftreten’ der Arginase- 
wirkung besonders im Blutplasma bei Leberschadigungen auffand. 

Hier sei noch erwahnt, dass die Manganinjektion stark 
schadigend auf Leber und Niere wirkt und eine lang dauernde 
Darreichung (subkutan) eine zirrhotische Veraénderung der Leber 
hervorruft (Findlay, 1924; Matsumura, 1930). 

Hs ergaben hier die Resultate der Untersuchungen des normalen 
Gewebes, dass im Kaninchenblut nur eine unbedeutend schwache 
Arginaseaktivitat auftrat, die durch Manganzusatz auch in gerin- 
gem Grad beeinflusst wird, wie schon von Kaiju angegeben wurde. 

Die Leberarginase erwies sich als sehr stark aktiv, und zwar 
spaltete je 0,01 cem der hier gebrauchten Mazeration ungefaihr 
40-60% (mittel 50%) des zugesetzten Arginins, und nach Zusatz 
von Mangansulfat ungefaihr 70-90% (mittel 80%). 

Die Nierenrinden-Mazeration (Tabelle II) scheint sich in voll- 
aktivem Zustand zu befinden, da sie durch Manganzusatz sehr 
schwach verstarkt wurde, wahrend diejenige des Nierenmarks eine 
niedrigere Aktivitaét (20-40% Spaltung) zeigt und durch Mangan- 
zusatz stark aktiviert wird. Die Spaltungswerte der Mazeration 
der ganzen Niere nahern sich denjenigen der Nierenrinde. 

Die Milzmazeration enthilt eine sehr schwache Arginase- 
aktivitat von einer ungefahr 10%igen Spaltung, die jedoch nach 
Manganzusatz auffallig aktiviert wurde und eine 60-70%ige 
Spaltung zeigte. 
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In der Hirnmazeration trat die Argininspaltung auch positiv 
zutage, indem die Aktivitiéit (ungefahr 5%ige Spaltung) durch 
Manganzusatz auf eine Spaltung von 25-35% erhoht wurde. 

Die Arginaseaktivitét der Hodenmazeration zeigt einen 
schwankenden Wert und ungefahr eine 5-10%ige Spaltung nach 
der Aktivierung; ein Beispiel weist eine 25%ige Spaltung auf. 
Betreffs der Hodenarginase haben Edlbacher et al. (1925) schon 
auf die Beziehung der Geschlechtsreifung und der Arginase- 
aktivitat hingewiesen. 

Die Ergebnisse bei der Metallsalzinjektion sind folgender- 
massen zusammengestellt. Schon 15-16 Stunden nach zweimaliger 
Injektion einer 8%igen Mangansulfatlésung (1 eem pro kg Korper- 
gewicht) wurde die Zunahme der Aktivitét und auch die Voll- 
aktivitat der Arginase der Kaninchenorgane festgestellt (Tabelle 
Il). Die Leberarginase, die einen etwas grésseren Wert als den 
Normalwert zu zeigen schien, trat in vollaktivem oder in beinahe 
vollaktivem Zustand, wie erwartet, auf. 

Im mit Mangansulfat injizierten Kaninchen befindet sich die 
Nierenrinde-Arginase in einer Vollaktivitat, zeigte aber fast keine 
Zunahme derselben, wihrend diejenige des Nierenmarks, die im 
Normalkaninchen einen niedrigen Wert zeigt und stark dureh 
Manganzusatz aktivierbar ist, eine verstarkte Aktivitat enthalt, die 
auch durch Manganzusatz erhodht werden kann und also einen 
erdsseren Wert der Vollaktivitat zeigt. 

Im Milz- und Hirngewebe wird die Arginaseaktivitaét hach 
Mangansulfatinjektion sehr stark erhéht und auch die Vollaktivitat 
nahm zu. In einigen Fallen zeigt die Milzarginase den Wert der 
Vollaktivitat. 

Bei einem Beispiel ist die Hodenarginase von einer stark 
erhohten Aktivitat, die auch durch Manganzusatz noch verstarkt 
wird; hier kann man wohl an eine besondere Stellung der 
Hodenarginase denken, wie schon tiber die Arginaseaktivitat der 
reifen Geschlechtsdriisen von Edlbacher et al. (1925) berichtet 
worden ist. 

Besonders sei hier hervorgehoben, dass im Blut, das beim 
Normalkaninchen fast keine oder eine nur geringe Arginase- 
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aktivitit enthilt, eine sehr auffallend starke Arginaseaktivitat nach 
der Mangansulfatinjektion in Erscheinung trat, die nicht mehr 
oder nur sehr wenig weiter durch Manganzusatz aktiviert werden 
kann und sich in der Hauptsache im Blutplasma befindet, da die 
Blutkérperchen, die mit physilogischer Kochsalzlésung gewaschen 
wurden, nur einen schwachen Arginasewert auch nach der Mangan- 
aktivierung zeigen kénnen. In einem Fall trat die Arginaseakti- 
vitat der Erythrocytenarginase ziemlich deutlich zutage; hier sollte 
man aber einerseits auf eine ungentigende Auswaschung derselben 
Riicksicht nehmen, da in diesem Beispiel die Arginase im Blut- 
plasma sich in sehr starkem Grad befindet. Die Frage, ob man 
diese positive Aktivitat der Blutzellenarginase im allgemeinen einer 
Infiltration oder einer Adsorption der Plasmaarginase zuzuschrei- 
ben hat oder eine eigene Erythrocytenarginase unter diesen 
Bedingungen zutage treten kann, bleibt noch offen und bedarf noch 
weiterer Untersuchungen. 

Vor allem mochte Verf. das Auftreten der Arginase im Blut 
besonders im Blutplasma, das fast keine Arginase im normalen 
Zustand enthalt, schlechthin als Arginasimie bezeichnen. 

Nach wiederholter Mangansulfatinjektion zeigt die Gewebe- 
arginase in 16-48 Stunden nach der letzten Injektion ahnliche 
Werte der Aktivitat und der Vollaktivitét wie in Tabelle II, wo 
die Versuche 15-16 Stunden nach der zweiten Injektion angestellt 
wurden: also eine Vollaktivitaét oder beinahe eine Vollaktivitit und 
eine Vollaktivitétszunahme der Leberarginase und Nierenrinden- 
arginase, eine verstarkte Aktivitat und eine Vollaktivititszunahme 
der Nierenmark-, Milz-, Hirn- und Hodenarginase (Tabelle III). 
In einem Beispiel trat die Hodenarginase in einer starken Aktivitit 
auf, die einen grésseren Wert der Vollaktivitit nach der Mangan- 
aktivierung zeigte. 

Hier wurde auch das Auftreten der starken Blut- bzw. 
Plasmaarginase bestatigt, indem auch die Arginaseaktivitit der 
Erythrocyten vor und nach der Manganaktivierung, wenn auch in 
schwachem Grad, beobachtet wurde. In einem Beispiel konnte 
man auch die Arginase in der Galle in fast Vollaktivitat nach der 
Mangansulfatinjektion feststellen. 
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Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen scheint die Aktivitits- 
erhohung und auch die verstirkte Vollaktivitit in einer eewissen 
Zeitfrist nach der Mangansulfatinjektion beinahe auf den Normal- 
wert wiederhergestellt zu werden (Tabelle IV). Schon 72-90 
Stunden nach der letzten Injektion naherten sich die Arginase- 
aktivitat wie auch ihre Vollaktivitaét der Kaninchengewebe dem 
Normalwert derselben. In einigen Geweben, wie Milz und Hirn 
schien die verstirkte Aktivitét noch etwas linger erhalten zu 
bleiben. Im Blut konnte man auch in dieser Zeit weder abnorm 
verstirkte Aktivitét noch erhdhte Vollaktivitat beobachten. 

Hier sei das Beispiel eines Kaninchens angefiihrt, das nach 
lang dauernd wiederholter Einspritzung der Mangansulfatlésung 
starb. Das Tier starb 90 Minuten nach der 17. Injektion (10 
Tage). Die Gewebe und das Blut wurden sofort verarbeitet 
(Tabelle V). Die Arginase der Leber, Niere, Milz und auch des 
Blutes bzw. des Blutplasmas befand sich fast in Vollaktivitét und 
wurde durch Manganzusatz kaum mehr verstarkt. Hier konnte 
man fast keinen Unterschied zwischen Nierenmark und Nierenrinde 
bestatigen. Die Hodenarginase zeigte eine verstirkte Aktivitat 
und eine erhohte Vollaktivitat. In den Blutkorperchen wurde hier 
aber eine sehr auffallend starke Aktivitaét beobachtet, die beinahe 
einer Vollaktivitiét gleich kommt. LEHine solche starke Aktivitat 
kann man nicht einfach aus der ungentigend ausgewaschenen 
Plasmaarginase erklairen und es ftihrt zu der Vermutung, dass sie 
wohl von der Infiltration der Plasmaarginase in Blutzellen 
herriihren konne. 

Darauf wurde die Wirkung von anderen Metallsalzen auf die 
Gewebearginase untersucht (Tabelle VI). Nach der Cadmiun- 
sulfatinjektion, die wegen der starken Giftigkeit nur in einer 
schwachen Dosis injiziert wurde, schienen die Arginaseaktivitat und 
ihre Vollaktivitat in Leber und Nierenabteilungen kaum beeinflusst 
zu werden, die Aktivitét scheint aber etwas geschwacht zu sein. 
Ebenso trat die Hodenarginase auch in ihrer normalen breiten 
Schwankung auf. Die Milzarginase zeigt einmal eine Verstarkung 
ihrer Aktivitat und Vollaktivitat, ein andermal aber bleibt sie fast 
unverindert. In einem Beispiel erwiesen sich die Aktivitat und 
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die Vollaktivitiit der Hirnarginase als etwas verstarkt, in einem 
anderen aber als unverdndert, oder als etwas herabgesetzt. Im 
Blut besonders im Blutplasma trat die Arginasewirkung zutage, 
die aber in den meisten Fallen viel schwacher als im Fall bei 
Manganinjektion war. Nur in einem Beispiel war die Vollaktivitat 
der Blutarginase sehr gross, in einem weiteren Versuch aber nicht 
so stark, der auch unter den gleichen Bedingungen wie der andere 
Versuch angestellt wurde. 

Nach der Cadmiumsulfatinjektion wurde also das Auftreten 
der Arginase im Blut, wenn auch nicht so stark wie nach der 
Mangansulfatinjektion, festgestellt. In den Blutkérperchen erwies 
sich auch die Arginase als positiv, aber nicht so stark wie nach 
der Manganinjektion. Diese Ergebnisse lehren, dass die Cadmium- 
sulfatinjektion in dieser Dosis nur das Auftreten der Arginase im 
Blutplasma hervorzurufen scheint und sie im Unterschied zum 
Mangansulfat fast ohne Einfluss auf die Gewebearginase bleibt. 
Was das Arginaseauftreten im Blut ohne Verstarkung der Leber- 
arginase oder deren Vollaktivitat anbelangt, so diirfte das wohl an 
die Blutarginase bei der Leberschadigung erinnern lassen und die 
hier erzielten Ergebnisse bei der Cadmiuminjektion kann man wohl 
als Folge der Leberschadigung durch Cadmiumsalz erklaren. Die 
Verstarkung der Milzarginase mag auch von der Blutarginase 
herrihren. 

Nach der Kupfersulfatinjektion bleibt die Gewebearginase fast 
unbeeinflusst, seine Aktivitét scheint aber manchmal etwas ab- 
geschwacht zu sein, wie im Nierengewebe, obwohl das Tier kurz 
nach Wiederholung der Injektion untersucht wurde (Tabelle VII). 
Im Blut ebensowie in den Erythrocyten erscheint keine starke 
Arginaseaktivitat trotz der Manganaktivierung bei Kupfersulfat- 
injektion. 

Bei der Injektion einer Kobaltsulfatlésung liess sich keine 
Verstarkung der Aktivitaét wie der Vollaktivitit der Gewebe- 
arginase feststellen; im Hirngewebe aber scheint eine abgeschwichte 
Arginasewirkung aufzutreten (Tabelle VIII). Nach Wiederholung 
der Kobaltsulfatinjektion beobachtete man jedoch eine deutliche 
Arginaseaktivitat im Blut, die noch durch Mangansulfat aktiviert 
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wurde, wahrend in einem anderen Fall die Blutarginase fast 
unverandert blieb. 

Bei der Nickelsulfatinjektion erscheint eine deutliche 
Arginasimie und die Milzarginase zeigte eine erhohte Aktivitait und 
auch eine Vollaktivititszunahme (Tabelle VIII). 

Die Zinksulfatinjektion scheint auch fast keinen Einfluss auf 
die Gewebearginase wie in Leber, Niere und Hirn auszuiiben, 
wahrend die Blutarginase eine deutliche Aktivitét bzw. Voll- 
aktivitét nach der Manganaktivierung zeigt; diese Aktivitat findet 
sich in der Hauptsache im Blutplasma und sehr schwach in den 
Blutzellen, ebenso wie in anderen Fallen (Tabelle IX). Diese 
Erscheinung der Blutarginase im Blutplasma kann im iibereinstim- 
menden Sinne mit den Angaben von Kaiju (1938) fiir Leber- 
schadigung durch diese Metallsalze sprechen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


In der gegenwartigen Arbeit wurde zuerst die Arginase- 
verteilung in Geweben und im Blut des normalen Kaninchens 
studiert, und dann kam die Wirkung der verschiedenen Metallsalz- 
losungen auf die Aktivitaét und Vollaktivitat der Arginase zur 
Beobachtung. 

1. Nach der Mangansulfatinjektion befindet sich die Leber- 
arginase beinahe in ihrer Vollaktivitat, die sich auch als starker 
als diejenige der Normalleber erwies. Die Nierenrindenarginase 
trat auch in vollaktiviertem Zustand auf, wahrend die Nieren- 
markarginase nur eine erhodhte Aktivitaét zeigte, die noch durch 
Mangansulfat aktiviert werden konnte. Die Milz-, Hirn- und 
Hodenarginase zeigen auch eine verstarkte Aktivitat, die noch 
durch Mangansalz aktiviert wurde. Die Werte der Hodenarginase 
sind ziemlich schwankend. Merkwiirdigerweise erscheint eine 
deutliche Arginaseaktivitét im Kaninchenblut besonders im Blut- 
plasma (sehlechthin Arginasimie), nahmlich die Erythrocyten 
konnten* die Arginasewirkung in einigen Beispielen auch tber 
Fehlergrenze zeigen. Diese aktivierende und verstarkende Wirkung 
des Mangansulfats blieb ziemlich lange erhalten, wenn die Injek- 
tionen linger dauerten. Nach einer Zeitfrist von 3-4 Tagen nach 


264 Kk. Dei: 


der letzten Injektion scheint die Gewebe- wie Blutarginase wieder 
auf das Normalniveau zuriickzukehren, nur in eimigen Geweben, 
wie in Milz oder Hirn blieb die erhéhte Aktivitat etwas langer 
erhalten. 

2. Die anderen Metallsalze, wie CdSO4, CuSO4, CoSO4, NiSO4 
oder ZnSO, scheinen fast keinen oder manchmal verstarkenden 
aber hiufiger abschwichenden Einfluss auf die Gewebearginase 
auszuiiben, es kamen iiberhaupt schwankende Werte zur Beobach- 
tune, wihrend eine deutliche Arginasémie fast in allen Fallen, 
ausser im Kupfersulfat-Versuch festgestellt wurde. 

Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewihrung einer Untersttitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschungen. Prot sDr.8. UtLZino: 
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VERSUCHSTEIL. 


TABELLE J—a. 


Arginaseverteilung im Blut und in den Geweben des 
normalen Kaninchens. 


Enzym: 8ccm Blut wurden mit 2 cem 3,8%iger Na-Citratlosung versetzt 
und je 1cem kam zur Verwendung. Zur Trennung der Blutzellen wurde das 
Citratblut abgeschleudert und je 1ecem Blutplasma Dbenwtzt. Die zentri- 
fugierten Blutkérperchen hat man 3mal mit physiologischer Kochsalzlosung 
gewaschen, wieder zentrifugiert und mit Wasser auf die originale Volummenge 
des Citratblutes aufgefiillt. Je 1 ecm dieser Suspension der gewaschenen Blut- 
kdrperchen diente dem Gebrauch. Der frische Organbrei des Kaninchens wurde 
mit der 3fachen Volummenge Glycerin-Wasser (1: 1) gut zerrieben, durch 
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Gaze koliert und angewendet. Wegen der starken Aktivitit wurde die Leber- 
mazeration vor Gebrauch aufs 100fache und die Milzmazeration aufs doppelte 
mit Wasser verdiinnt und gepriift. 

Versuchsansatz: 1lecm Enzymlésung, die entweder mit 1 ccm 0,005 Mol- 
Mangansulfatlosung fiir die Aktivierung oder 1 cem Wasser ohne Mangansulfat 
zur Kontrolle versetzt wurde, hat man mit 3 ccm Argininchlorhydratlésung 
(Arginintiter = 33 cem 0,02 n-H2SO,.), 10cem 0,1 Mol-Glykokoll.NaCl.NaOH- 
Puffer (PH 9,2) und etwas Toluol bei 37°C digeriert. Nach 24stiindiger 
Digestion wurde das Digestionsgemisch mit Salzsiure bei PH 7,0 umgepuffert, 
kurz gekocht und unter Zusatz von 2 ccm Ureaselésung, die man vorher auf 
ihre geniigende Aktivitiit hin gepriift hatte, der weiteren Zersetzung des 
gebildeten Harnstoffes eine Stunde lang bei 37°C unterworfen. Darauf wurde 
das abgespaltene Ammoniak nach Folin mittels 0.02 n-HeSO; bestimmt. 

Die bei jedem Versuche gebrauchte Argininmenge hat man experimentell 
nach der Einwirkung einer geniigenden Menge starker Leberarginase und der 
Sojaurease ermittelt und die zur Neutralisation des gebildeten Ammoniaks 
gebrauchte Sdure als Arginin-Titer in ecm 0,02 n-H2SOs angegeben. Die 
Argininspaltung ist im Prozentsatz dieses Wertes in der Tabelle gezeigt. Zur 
Kontrolle wurde eine Enzym-Pufferlésung ohne Substrat unter den gleichen 
Bedingungen digeriert und mit Urease behandelt. Diese Kontrollwerte hat 
man von den Werten des Hauptversuchs abgezogen und die korrigierten Werte 
des S&ureverbrauchs in cem 0,02 n-H2SO, und den Prozentsatz derselben 
gegeniiber Arginin-Titer in der Tabelle angegeben. 


Saureverbrauch 
Arginintiter A) 28,05cem B) 33 ecm 
Korpergewicht 1,85 kg 1,75kg 
Lebergewicht 45 ¢ 57 g 
Nierengewicht r. 6g 1. 6,5 ¢ we, they Wes 1 
eee Ris ohne MnSO, | mit MnSO; | ohne MnSO, | mit MnSOx 
~ Aktivierung 
Pah ecm ecm ceem e¢em 
~ 0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| 9% 
RIDA y EN A) HSO: H2SO, H2SO: HSO: 
Vollblut 1 eem 0,05 0,2 0,80 2,9 0,40 a2 0,85 2,6 
Blutplasma 1ecm 0,20 0,7 1,15 4,1 0,35 ae! 0,85 2,6 
Blutkorper- 0,05 | 0,2 | 0,40 [G4 10,25 | 0,8") 0,60 | 1,8 
chen 1 eem 
Leber 0,01 eem | 17,00 | 60,7 | 24,75 | 88,4 | 15,30 | 46,4 24,05 | 72,9 
Niere 1eem | 19,05 | 68,0 | 25,45 | 90,9 | 21,55 | 65,3 | 29,40 | 89,1 
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TABELLE 


Arginaseverteilung im Blut und in den 


Enzymlosung und Versuchsansatz ebenso wie in Tabelle I-a. Hier 
Saureverbrauch 
Arginintiter A) 35,0 ecm B) 34,0 eem 
Korpergewicht 1,66 kg 1,57 kg 
Lebergewicht 55 g 48 ¢ 
Nierengewicht Tee Laie in 7 fo 1. dg 
Milzgewicht 1,6 ¢ 0,8 ¢ 
\. Aktivierung ohne MnSOs | mit MnSOs | ohne MnSO, | mit MnSO, 
3 ecm eem x eem ecm 
0,02n-| % |0,02n- 0 6©}0,02n-| % |0,02n-| % 
aha \._ | Bs0. HSO« HsSO, HO. 
Vollblut leem| 0,10 0,3 1,80 5,1 0,05 0,1 1,50 4,4 
Blutplasma leem| 0,20 0,6 2,40 6,9 0,10 0,3 1,65 4,9 
Blutkorper- eo 2 = 
Eien Ween 0,25 0,7 0,45 1,3 0,10 0,3 0,50 1,5 
Leber 0,01 cem| 16,65 | 47,6 | 27,60 | 78,9 | 15,50 | 45,6 | 25,10 | 73,8 
Nierenmark leem| 8,70 ; 24,9 | 24,05 | 68,7 | 12,30 | 36,2 | 27,20 | 80,0 
Nierenrinde lcem| 29,10 | 83,1 | 32,85 | 93,9 | 22,35 | 65,7 | 31,50 | 92,6 
Milz 0,5cem| 3,40 9,7 | 22,05 | 63,0 3,35 9,9 | 22,65 | 66,6 
Hoden leem]| 1,30 3,7 8,90 | 25,4 0,15 0,4 1,55 4,6 
Hirn lecm| 1,20 3,4 8,45 | 24,1 1,65 4,9 | 11,90 | 35,0 
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~ T-b. 
Geweben des normalen Kaninchens. 


wurde die Wirkung von Nierenrinde und Nierenmark getrennt untersucht. 


(cem 0,02 n-H28O,z) 


C) 34,0 cem D) 34,0 ccm 
1,61kg 1,67 kg 
50 ¢g 47 ¢ 
inh iC Be 1. 6,5 g iis aye rR ayes 
1g lg 
ohne MnSOx mit MnSO, ohne MnSO, “mit MnSOx 
ecm ecm ecm eem 
0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- %o 0,02 n- % 
HeSO. HeSO. HeSOx HeSO. 
0,15 0,4 1,25 Py 0,20 0.6 1,05 al 
0,40 1,2 1,50 4,4 0,40 123 1,20 3,5 
0,25 0,7 0,70 sil 0,10 0,3 0,50 1,5 
13,10 38,2 22,45 66,0 11,10 32,6 25,50 75,0 
8,15 24,0 24,10 70,9 6,40 18,8 222, 65,4 
25,70 75,6 31,80 9335 27,15 79,9 32,05 94,3 
2,15 6,3 20,00 58,8 4,35 12,8 21,05 61,9 
0,50 155 1,95 Ost, 0,65 1,9 2,45 7,2 
2300 6,9 9,55 28,1 1,90 5,6 8,90 26,2 
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TABELLE 


Arginaseaktivitét des Blutes und des 


Dem Kaninchen wurde 1 cem 3%iger (=1/7,4 Mol) Mangansulfatlosung 
pro kg Korpergewicht zweimal intravends injiziert und 15-16 Stunden nach 
der letzten Injektion wurde das Tier getétet. Das Tier im letzten Fall D 
erhielt 3 ccm am ersten Tage und 2,4 ccm morgens und 2,0 cem 3%iger MnSO,- 
Lésung nachmittags am zweiten Tag und 15 Stunden nach dieser letzten Injek- 
tion erfolgte die Tétung. Méglichst schnell danach wurde die Gewebemazera- 
tion mit der 3fachen Volummenge Glycerin-Wasser (1:1) wie in Tabelle I 
bereitet und auf ihre Aktivitiit unter Manganaktivierung hin gepriift. Die 


Saureverbrauch 
Arginintiter A) 31,5¢em B) 31,5cecem 
Korpergewicht | 1,86—1,94 kg 1,82—2,01l kg 
Lebergewicht 59,5 g 57 ¢ 
Nierengewicht md OCe 1, 7,4¢ Tr. O,/ -¢ Taos 
Milzgewicht 2,3 ¢ llg 


aes Aktivierung | ohne MnSO; | mit MnSO, | ohne MnSO: | mit MnSOx 


a 


: : cem eem eem com 
Enzym : 0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % | 0,02n- %o 
pk HeSO, HeSOx HeSOx HSO, 


Vollblut leem | 30,30 | 96,2 | 30,10 | 95,6 | 28,25 | 89,7 | 30,20 | 95,9 


Blutplasma lcem | 28,15 | 89,4 | 30,45 | 96,7 | 28,50 | 90,5 | 30,60 | 97,1 


Blutkorper- 
chen 1 ccm 


Leber 0,0lcem | 29,30 | 93,0 | 31,05 | 98,6 | 26,65 | 84,6 | 29,55 | 93,8 


4,05 | 12,9 8,15 | 25,9 0,80 2,0 1,60 5,1 


Nierenmark lecm | 19,95 | 63,3 | 28,90 | 91,8 | 19,55 | 62,1 | 28,60 | 90,8 
Nierenrinde 1c¢cem 30,30 | 96,2 | 30,70 | 97,5 | 28,70 91,1 | 29,70 | 94,3 


Milz 0,5 cem_} 16,55] 52,5 | 26,05 | 82,7 8,60 | 27,3 | 23,90 | 75,9 
Hoden 1 eem _— a — = — at ea) — 
Hirn lcem 7,30 | 28,2 | 27,10 | 86,0 4,75 | 15,1 | 13,00 | 44,1 
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IT. 


Gewebes nach Mangansulfatinjektion. 


Arginasebestimmung im Haupt- und im Kontrollversuehe wurde ebenso wie in 
Tabelle I ausgefitihrt und die korrigierten Werte des Siureverbrauchs im 
Hauptversuche in cem 0,02 n-H2SO; und der Prozentsatz desselben gegentiber 
Arginintiter in der Tabelle angegeben. 

Versuchsansatz: 1lcem Enzym mit 1cem 0,005 Mol Mangansulfatidsung 
oder 1 ecm Wasser+3 cem Argininchlorhydratlésung+10ccem Puffer (PH 9,2) 
+ Toluol, digeriert bei 37°C withrend 24 Stunden. 


(eem 0,02 n-H2SO,) 


C) 32,0 cem D) 31,5¢cm 
2,12—1,87 kg 1,70—1,66 kg 
41,7 ¢ 48,7 g 
Tore: 1 hoy Te Oe 1. 5,8 g 
ial g ia z 
ohne MnSOx mit MnSO; ohne MnSO, mit MnSO, 
ecm eem ecm eem 
0,02 n- %o 0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 
HeSOx HeSO. HeSO. HeSO; 
27,10 84,7 29,25 91,4 27,70 87,9 27,00 85,7 
31,80 99,4 31,95 99,8 26,95 85,6 26,70 84,8 
2,40 7,5 4,00 12,5 14,70 ‘46,7 18,05 Sys 
25,00 78,1 28,50 89,1 24,50 77,8 27,55 87,5 
28,00 87,5 31,40 98,1 19,75 62,7 27,60 87,6 
31,30 97,8 31,95 99,8 27,30 86,7 28,80 91,4 
31,00 96,9 31,20 97,5 27,00 85,7 29,00 92,1 
— — — _ 9,10 28,9 18,30 58,1 
7,40 Paya 13,40 41,9 —_— aa _ —— 
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TABELLE 
Arginaseaktivitat des Blutes und des Gewebes 


Das Kaninchen erhielt wiederholt Injektionen einer 83%igen Mangansulfat- 
lésung (1 ccm pro kg Koérpergewicht tiglich zweimal morgens und nachmittags 
intravenés injiziert). 

Versuch A erhielt 5 Injektionen und wurde 16 Stunden nach der letzten 
Injektion getétet, Versuch B (1,60 kg Kérpergewicht) 6 Injektionen (einmal 
3 cem am ersten Tag, zweimal je 3ccm am zweiten Tag und einmal je 1 ccm 
am 3., 4. und 5. Tag) und wurde 24 Stunden nach der letzten Injektion getotet 


Saureverbrauch 

Arginintiter A) 31,5 ccm 

Korpergewicht 1,90—1,86 kg 

Lebergewicht 63 g 

Nierengewicht P59 Ue tea 

Milzgewicht 15¢ 

— 
; Aktivierung ohne MnSO, mit MnSOx, 
{ com com 
e 0,02 n- Jo 0,02 n- %o 

ee | E80. TSO. 
Vollblut 1 cem 24,40 77,5 29,10 92,4 
Blutplasma ¢ 1 cem 26,70 84,8 29,30 93,0 
Blutkorperchen 1c¢em 2,00 6,4 4,75 15,1 
Leber 0,01 cem DEAS 70,3 25,85 82,1 
Nierenmark  Leem 16,35 51,9 27,30 86,7 
Nierenrinde 1 cem 27,10 86,0 28,05 89,1 
Milz 0,5 cem 16,15 dno 25,70 81,6 
Hoden 1 ecm 4,10 Lise) 12,30 39,1 
Hirn 1 ecem — — — — 
Galle 0,6 com 26,75 84,9 27,55 87,5 
Niere 1 ecm = = _— = 
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Se, 
nach wiederholten Mangansulfatinjektionen, 


und Versuch C (1,68kg Korpergewicht) 5 Injektionen (zweimal tiglich 1 cem 
3% Mangansulfatlosung pro kg) und wurde 48 Stunden nach der letzten 
Injektion getotet. 

Die Enzymlosung und der Versuchsansatz wurden wie in Tabelle I bereitet 
und unter Toluol bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. Umpufferung und 
Ureasewirkung. Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierten Werte 
des Siuveverbrauchs sind in der Tabelle angegeben. 


(eem 0,02 n-H2SO,.) 


B) 30,0.cem C) 31,0 ccm 
1,60—1,42 kg 1,68—1,40 kg 
57g 47,5 ¢ 
Tes “60 fe I Aare r. 6,4 ¢ 1. 6,3 ¢ 
1,2 0,8 ¢ 
ohne MnSOx mit MnSO, ohne MnSOx mit MnSO, 
ecm eem cem eem 
0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 
He2SO,4 H2SOx HeSOx HeSO, 
19,00 63,3 23,70 79,0 24,25 78,2 25,35 81,8 
20,50 68,3 26,75 89,2 25,40 81,9 26,35 85,0 
1,60 eo 4,2 14,0 0,65 21. 1,85 6,0 
20,30 67,7 21,10 70,3 26,30 |; 84,8 27,40 88,4 
aS _ — == 12,45 40,2 25,79 83,1 
= _ oe = 21,29 68,6 28,35 91,3 
17,80 59,3 24,50 81,7 — — _ = 
13,20 44,0 24,20 80,7 6,50. 21,0 13,95 45,0 
— — — — 4,55 14,7 18,2 58,9 


272 K;..Dei: 


TABELLE IV. 


Arginascaktivitiét des Blutes und des Gewebes mit 3-4 Tagen 
Frist nach der Mangansulfatinjektion. 


Dem Kaninchen A injizierte man 1eem 3%iger Mangansulfatlosung pro 
kg Kérpergewicht zweimal intravenés und totete das Tier 72 Stunden nach 
der letzten Injektion ab. Das Tier B erhielt 7 Injektionen und wurde 90 
Stunden nach der letzten Injektion getotet. 

Enzymbereitung und Versuchsansatz ebenso wie in Tabelle I. Digestion 
bei Pu 9,2 und 37°C wihrend 24 Stunden. Umpufferung und Ureasewirkung. 
Ammoniakbestimmung nach Folin. Die Korrektur der Kontrollwerte. Die 
korrigierten Werte des Siiureverbrauchs angegeben. 


SHureverbrauch (eem 0,02 n-H2SO:) 


Arginintiter A) 31,0cem B) 31,0ccm 
Korpergewicht 1,61—1,55 kg 1,72—1,53 kg 
Lebergewicht 72,9 ¢ 59 g 
Nierengewicht Te Oso) INGsa r. 5,9¢ i, ote 
Milzgewieht ab eres pay fe) 
\_Aktivierung ohne MnSOx | mit MnSO. | ohne MnSO, | mit MnSO, 
.s 
\ eem eem ecm ecm 
: 0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % 
ney Ee H»SO. H.SO. H2S0. FSO, 


Vollblut leem 0,65 Pal 3520) | 103 0,55 1,8 2,65 8,6 
Blutplasma 1ecm 0,80 2.6 3,50 | 11,3 0,65 2,1 05 3,4 


i} 
Blutkérper- 0,45 1,5 1,10 3,6 0,60 1,9 0,95 3,1 
chen 1 ce 2 OK = 2 
Leber 0,01 rit 13,25 | 42,7 | 24,70 | 79,7 | 13,85 | 44,7 | 22,30 | 71,9 
Nierenmark 1ecem | 13,00 | 41,9 | 24,85 | 80,2 8,45 | 27,3 | 19,80 | 63,9 
Nierenrinde Iccm | 24,30 | 78,4 | 29,65 | 95,7 | 16,75 | 54,0 | 25,20 81,3 


Milz 0,5 com 7,00 | (22,6 | 23,85 | -75,8 6,95 | 22,4 | 19,55 | 63,1 


Hirn 1 com 1,25 4,0 7,10 |) 22,9 3,40 | 11,0 Vie). | Behal 
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TABELLE V. 


Arginaseaktivitaét des Blutes und des Gewebes nach wiederholten 


Mangansulfatinjektionem. 


Dem Kaninchen (K6rpergewicht 2,03kg) injizierte man Mangansulfat- 
losung (1-8%) in folgenden Dosen intravenés. 


Versuchstag einmal 2,2 cem 1% MnSO.-Losung. 


1 
2 ” 
3 ? 
4 ” 
5. - 
6 ” 
7 » 
8 ” 
9. " 

10. : 


” ” 

a” ” 
zweimal je 2,6 eem 1% MnSO,.-Lisung. 
zweimal je 3,0 eem Fr 


zweimal je 4,0 eem und 5,0 cem 
zweimal 6,0 cem und 10,0 ccm ,, 
zweimal je 10,0 cem __ ,, 

dreimal 6,0, 6,0 und 6,2 ccm _,, 
einmal 5,0 cem 3%iger Mangansulfatlosung. 


” 


90 Minuten nach der letzten Injektion starb das Tier und die Gewebe 


wurden untersucht. 


Korpergewicht 1,75 kg, Leber 69g, Niere r. 84g und 1. 83g und Milz 


2,5 g. 


Alle Versuchsanordnungen genan wie in Tabelle I. Die korrigierten 
Werte des Siureverbrauchs angegeben. Arginintiter=30,0 cem. 


. 


SHureverbrauch (cem 0,02 n-HeSO,) 


Enzym 


Vollblut 1 cem 
Blutplasma 1 ecem 


Blutkérperchen 1 cecm 


Leber 0,01 eem 
Nierenmark 1 eem 
Nierenrinde 1 eem 
Milz 0,5 eem 


Hoden 1 ecem 


ohne MnSO« mit MnS0O. 
002n-H80.| % |o02n-H:s0,| % 
27,00 90,0 27,05 90,2 
26,85 89,5 26,85 89,5 
17,30 AL 18,85 62,8 
19,60 65,3 21,15 70,5 
23,50 78,3 24,15 80,5 
23,50 78,0 24,15 80,5 
24,45 81,5 25,00 83,3 
17,30 57,7 21,00 70,0 
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TABELLE 
Argiaseaktivitadt des Blutes und des 


Dem Kaninechen A oder B wurden je 0,3 ecem 1/15 Mol-Cadmiumsulfat- 
losung pro kg Korpergewicht intravenés taglich zweimal injiziert. Das erstere 
A wurde 15% Stunden und das letztere B 16 Stunden nach der zweiten Injek- 
tion getotet und untersucht. 

Die beiden anderen Tiere erhielten die intravendse Injektion (0,3-cem 
1/15 Mol-CdSO,-Loésung) tiglich einmal; das Versuchstier C wurde 16 Stunden 


X Saureverbrauch 
Arginintiter A) 34,0 ecm | B) 34,0 ccm 
Korpergewicht 1,87—1,76 kg 1,80—1,76 kg 
Lebergewicht 69 g 62¢ 
Nierengewicht r. 6g IK. (es rs 62 Un eh ee 
Milzgewicht 1,9 ¢ ore 

Aktivierung ohne MnSO; | mit MnSO: | ohne MnSO, | mit MnSOx, 
ecm ri ecm ecm eem 
Enaym Hs0,| ” |Hs0.| ” |Heso.| ” |Sh8G.) % 


Vollblut thee 9,85 | 29,0 | 22,85") 67,2+|.-045 | 43 4,20%s424 
Blutplasma 1cem | 10,70 | 31,5 | 23,95 | 70,4| 0,75] 22} 3,501 10,3 
Blutkorper- ke 

aes eh ene 9,60-7~ 2,8 || 1,90) 5,69)" 010) 033°) "aston Gs 


Leber 0,01 eem 15,45 | 45,4 | 24,15 | 71,0 | 16,15 | 47,5 | 29,35 | 86,3 
Nierenmark 1¢em 8,15 | 24,0 | 25,25 | 74,3 O20 | 15,4: | 22,60 66,5 


Nierenrinde 1lcem | 25,20 | 74,1 | 32,50 | 95,6 | 20,90! 61,5 | 31,85 | 93,7 


Milz 0,5 eem 7,90 | 23,2 | 26,55 | 78,1 3,00 | 10,3 | 21,95 | 64,6 


Hoden 1 ecm 2,45 1,2 | 12;00) | 35,8 —_— — — — 


Hirn 1 ecm 3,15 9,3 | 17,05 | 50,1 0,75 2,2 


isi} 
. 

or 
pa 
oO 
< 

pa 
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VI. 
Gewebes nach Cadmiumsulfatinjektion. 


nach der dritten Injektion und das D 16 Stunden nach der 14. Injektion 
getotet und untersucht. 

Hnzymbereitung und Versuchsansatz ebenso wie in Tabelle I. Umpufferung 
nach der Arginasewirkung und dann Ureaseeinwirkung auf gebildeten Harn- 
stoff. Ammoniakbestimmung nach Folin. Der korrigierte Siureverbrauch 
zur Ammoniakneutralisation im Hauptversuche in der Tabelle angegeben. 


(cem 0,02 n-H2SOz) 


C) 33,0 ccm D) 34,0 cem 
1,20—1,08 kg 1,66—1,72 kg 
36 g 75g 
r. 5g 15g r. og 1 5g 
c= 2,9¢ 
mit MnSO, ohne MnSOx ohne MnSO, mit MnSOx, 
ecm eem ecm ecm 
0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 
H2SOx H2SO:% HeSOx HeSO; 
215 6,5 7,00 Pally) 3,95 11,6 11,70 34,4 
0,80 2,4 4,20 12,7 4,50 1332 12,60 S751 
0,45 1,4 2,80 8,5 0,20 0,6 1,05 331 
12,30 Sls 26,50 80,3 17,55 51,6 21,60 63,5 
10,65 32,3 26,40 80,0 4,75 14,0 21,45 63,1 
11,90 36,1 26,10 79,1 18,90 55,6 31,20 91,8 
6,70 20,3 24,85 1533 3,90 tals 18,30 53,8 
a — _ — 0,65 i) 3,80 11,2 
0,90 Def 5,30 16,1 0,80 2,4 5,55 16,3 


276 K. Dei: 


TABELLE VII. 


Arginaseaktivitét des Blutes und des Gewebes nach 
Kupfersulfatinjektion. 


Dem Kaninchen wurden je 0,3 cem 1/7,4 Mol-Kupfersulfatlosung pro kg 
Korpergewicht taiglich einmal intravends injiziert. Das Kaninchen A wurde 
4 Stunden nach der 11. Injektion und das B 24 Stunden nach der 16. Injek- 
tion getotet und gepriift. 

Enzymbereitung und Versuchsansatz ebenso wie in Tabelle VI. Arginase- 
wirkung wurde nach der Ureasemethode ermittelt wie in den anderen Tabellen. 
Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs in der Tabelle angegeben. 


SHureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO.z) 


Arginintiter A) 35,0 ecm B) 33,0 cem 
Korpergewicht 1,40—1,33 kg 1,23—1,34kg 
Lebergewicht 52g 54¢ 
Nierengewicht ro¢g 1. 6¢g Te fives 1. 6¢ 
Milzgewicht 14¢ 3,22 


a iNictWwiernne ohne MnSOz | mit MnSO; | ohne MnSOx'| mit MnSO, 


ecm cem ecm ecm 
0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| 9% 
Enaym mae HSO, HeSOi HeSO, HSOdho. 


Vollblut 1 cem 0,80 2,3 2,90 |. 8,3 0,70 2,1 2,20 6,7 


Blutplasma 1eem 0,60 1,7 3,10 8,9 0,15 0,5 1,80 535 


Blutkorper- 
chem 1 cem 0,20 0,6 | 0,70} 2,0) 0,10 0,3 OOM o.0 


Leber 0,01 cem | 14,20] 40,6 | 20,75 | 59,3 | 17,15 | 52,0 | 23,05 69,8 


Nierenmark 1c¢cem 6,20 | 17,7 | 27,25 | 77,9 6,90 | 20,9 | 22,60 | 68,5 


Nierenrinde leem | 14,55 | 41,6 | 31,90] 91,1] 20,80! 63,0 | 31,40 | 95,2 


Milz 0,5 ecm 2,30 6,6 | 17,65 | 50,4 2,45 7,4 | 16,40 | 49,7 


Hoden 1 ecem <= — — _ _— —_— —_— — 


Hirn 1 cem 0,65 1,9 5,55 | 15,9 3,60 | 10,9 | 12,45 | 37,7 
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TABELLE 


Arginaseaktivitat des Blutes und des Gewebes 


Dem Kaninchen A wurde leem 4%iger Cobaltsulfatlésung und B 1cem 
1/7,4 Mol-Cobaltsulfatlésung pro kg Korpergewicht tiglich einmal intravenés 


injiziert. 


Stunden nach der 12. Injektion getétet. 


Das Tier A wurde 4 Stunden nach der 1. Injektion und das B 24% 


Das Kaninchen C erhielt intravendse 
Injektionen der Nickelsulfatlésung (am 1. Versuchstage 1,4 cem, am 2. und 8. 
Versuchstage je 1,0 ecem 1/7,4 Mol-Nickelsulfatlésung) und starb 24 Stunden 


Sdureverbrauch 


Arginintiter A) CoSO, 33,0 cem 
Korpergewicht 2,10kg 
Lebergewicht 72 
Nierengewicht r. 6,32 l. 6,0¢ 
Milzgewicht 24¢ 
ae Athen ohne MnSOx mit MnSO, 
— aA a E 3 
ae cem eem 
poet 0,02 n- % 0,02 n- % 
Buea | 80. HO. 
Vollblut 1 ccm 0,25 0,8 2,35 (al 
Blutplasma 1 eem 0,40 152 1,95 5,9 
Blutkorperchen 1cem 0,05 0,2 1,10 Bist 
Leber 0,01 eem 21,05 63,8 26,50 80,3 
Nierenmark 1 ecem SLD, 33,8 21565 65,6 
Nierenrinde 1 ecem 26,90 81,5 31,90 96,7 
Milz 0,5 eem 5,05 153 21,55 65,3 
Hoden 1 cem = — = == 
Hirn 1 ecem 0,90 2,7 e500) 10,2 
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VIII. 
nach Cobalt- oder Nickelsulfatinjektion. 


nach der 3. Injektion. 

Die Enzymbereitung und der Versuchsansatz ebenso wie in Tabelle VII. 
Digestion bei PH 9,2 und 37°C 24 Stunden lang. Umpufferung und Urease- 
wirkung. Ammoniakbestimmung nach Folin. Die korrigierten Werte nach 
der Kontrollkorrektur in der Tabelle angegeben. 


(cem 0,02 n-H2SO.) 


B) CoSO, 33,0 eem C) NiSO, 33,0 cem 
1,61 kg 1,47 kg 
60g 39¢ 
r. 5,6¢ 1, 5,8¢ r. 60g L652 
ohne MnSQx mit MnSO, ohne MnSO, mit MnSO: 
eem ecm ecm eem 
0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 0,02 n- % 
HeSO, HeSO. HeSOx HeSO. 
5,00 16,1 12,60 88,2 7,50 2237 21,20 64,2 
== = == = 4,55 13,8 16,55 50,2 
co _— — — 0,45 1,4 2,50 7,6 
16,75 50,8 22,95 69,5 14,95 45,3 26,00 78,8 
12,30 Bal 533 29,80 90,3 8,05 24,4 26,85 81,4 
22,60 68,5 31,90 96,5 10,10 30,6 31,10 94,2 
5,65 Zou 22,40 67,9 7,45 22,6 31,25 94,7 
0,55 RT 4,30 13,0 1,15 355 8,40 25,5 
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TABELLE IX. 


Arginaseaktivitét des Blutes und des Gewebes nach 
Zinksulfatinjektion. 
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Dem Kaninchen (A und B) hat man Zinksulfatlésung (1/7,4 Mol) in 
folgenden Dosen intravenés injiziert. 


Versuchstag A einmal 1,8 cem, 


» einmal 2,3 cem, 
», einmal 1,6 ccm, 
» einmal 2,5 cem, 


B einmal 2,0 cem 1/7,4 Mol-ZnSO;-Loésung 


” 


einmal 2,8 cem 
einmal 3,0 cem 
einmal 3,2 eem 
einmal 3,2 eem 
einmal 4,0 ecm 


” 


Das Tier A wurde 24 Stunden nach der 4. Injektion und das Tier B 
6 Stunden nach der 6. Injektion getotet. 
Tabelle I. 


Versuchsansatz: 


ebenso wie in 


Sdureverbrauchs angegeben. 


Die korrigierten Werte des 


Sdureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO,) 


Arginintiter A) 35¢cm B) 35ccm 
Korpergewicht 2,50—2,00 kg 2,80—2,10 kg 
Lebergewicht 80g 100¢ 
Nierengewicht fies, estes I testes ins FIO Lael Ore 
B NS Ai avierang ohne MnSO, | mit MnSO, | ohne MnSO. | mit MnSO: 
; SS eem eem cem eem 
R 0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % 
pails paw H2SO, HeSO, H2SO. HeSO. 
Vollblut 1 eem 0,95 eth 3,80 | 10,9 5,45 | 15,6 9,40 | 26,9 
Blutplasma 1ccem 1,50 4,3 3,80 | 10,9 550) |) Lost 9,40 | 26,9 
EEOTrer: 0,30) 0,9] 1,00] 29] 020) 06] 0,80) 2,3 
chen 1 eem 
Leber 0,01 cem 13,40 | 38,3| 28,95 | 82,7 | 14,00 | 40,0 | 29,55 | 84,4 
Nierenmark 1eem 3,90 | 11,1 | 22,55 | 64,4 1,95 5,6 | 15,20] 43,4 
Nierenrinde 1 ccm 10,15 |} 29,0 | 32,05 |} 91,6 9,95 | 28,4 | 31,65 | 90,4 
Milz 0,5 eem 2,60 7,4 | 20,80 | 59,4 2,95 8,4 | 17,05 | 48,7 
Hoden leem 0,80 geo 2,30 6,6 1,00 2,9 2,70 att 
Hirn 1 eem 1,90 5,4 6,70 | 19,1 0,65 1,9 6,95 | 19,9 
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UBER DIE KANINCHENARGINASE. 


Il. Mitteilung: Uber das Auftreten der Blutarginase 
(Arginasaimie) nach der Metallsalzinjektion. 


Von 
KOOITI DEI. id 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultdt 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitdt, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 26. Juli 1941) 


Die Blutarginase, deren regelmissiges Erscheinen als Normal- 
element sich nur im Menschenblut und in einigen Blutarten wie 
Schweine- oder Rinderblut, und zwar nur auf die Erythrocyten 
dieses Blutes beschrankt, liess héiufié die Krage entstehen, wie sich 
das Enzym im pathologischen Zustand verhialt. 

Zur Angabe von Haddow (1931) tiber die Arginasezunahme 
im Citratblut der Krebskranken verhielt sich Iwabuchi (1937) 
ablehnend, da die Erythrocyten der Tumorkranken und der 
normalen Menschen eine gleichgradige Argininspaltung zeigten. 
Die Blutarginase der Tumorratte wurde nach Weil und Russel 
(1934) viel stairker herabgesetzt. 

In Hinsicht der Bedeutung der Blutarginase haben Anderson 
et al. (1936) darauf hingewiesen, dass man auf die Blutarginase 
besonders auf die Erythrocytenarginase als Fehlerquelle bei der 
Ureasemethode fiir die Harnstoffbestimmung im menschlehen Blut 
Riicksicht nehmen muss. 

Im Kaninchenblut, weleches dem Verf. bei vorliegender Arbeit 
zur Verfiigung stand, wurde aber keine Arginase als normaler 
Bestandteil beobachtet (Edlbacher et al., 1925; Iwabuchi, 
193%). 

Neuerdings hat Kaiju (1938) iiber eine sehr interessante 
Untersuchung berichtet, bei der die Arginasewirkung in bedeuten- 
dem Masse im Kaninchenblut und zwar im Blutplasma und auch 
in der Galle bei der Leberschidigung zutage trat, waihrend die 
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Leberarginase selbst etwas abgeschwacht war. 

In der vorigen Arbeit hat Verf. (1941) darauf aufmerksam 
gemacht, dass nach Mangansulfatinjektion die Arginasewirkung in 
bedeutendem Masse im Blut besonders im Blutplasma des Ka- 
ninchens auftrat, wobei die Gewebearginase wie Leberarginase sich 
inchens auftrat, wobei die Gewebearginase wie Leberarginase sich 
fast im vollaktivierten “und etwas verstarkten Zustand befand. 
Nach der Cadmiumsulfatinjektion konnte Verf. auch das Auftreten 
der Blutarginase feststellen, obwohl die Leberarginase fast unbeein- 
flusst blieb. 

In vorliegender Arbeit wurde das Blutbild beziiglich der 
Blutarginase nach der Metallsalzinjektion zeitlich verfolgt, um das 
Schicksal der Arginasimie aufzuklaren. Daher wurde zuerst die 
Arginasevollaktivitaét des Blutes nach der Manganaktivierung nach 
einmaliger Injektion der Metallsalzl6sung eingehend untersucht. 

Schon eine Stunde nach der Mangansulfatinjektion liess sich 
das Erscheinen der Arginase im Blut bemerken und 3 Stunden 
nach der Injektion hat die Blutarginaseaktivitat den starken Grad 
einer 90% igen Spaltung erreicht, die 1-2 Tage lang erhalten blieb 
und dann allmahlich abnahm (Tabelle I). Nach 4-5 Tagen war 
der Normalwert wiederhergestellt. 

Bei den Kaninchen, denen vorher Traubenzucker injiziert 
wurde, hat Verf. das sehr interessante Ergebniss erzielt, dass auch 
schon eine Stunde nach der Manganinjektion eine Arginasdamie 
bemerkt wurde, die einige Stunden zunahm aber schon nach einem 
Tage einen Abfall zeigte so dass sie 3 Tage nach der Injektion 
den Normalwert erreichte (Tabelle Il). In einem Fall trat die 
Arginasimie in sehr schwachem Grad auf, wahrend in einem 
anderen eine starke Arginasimie, die fast eine 90%ige Spaltung 
zeigte, mehr als eine Woche lang dauerte, bis das Tier starb. 
Unter Beriicksichtung der Beziehung der Blutarginase zur Leber- 
funktion dtrfte man wohl den Zustand der Lebertitigkeit des 
ersteren Tieres nach der Glukoseinjektion als einen giinstigen und 
gegenteilig denselben des letzteren Tieres, unabhingig von der 
‘Glukosedarreichung, als den schlechten auffassen. 

Wegen der starken Giftigkeit des Cadmiumsulfats wurde das 
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Blut 6 Stunden nach einer Injektion einer kleineren Menge 
Sulfat untersucht. Das Bild der Arginasimie nach der Cadmium- 
sulfatinjektion zeigte keinen eindeutigen Wert, d.h. bald einen 
schwachen bald einen etwas starken (Tabelle III-a). 

Mier sei aber besonders hervorgehoben, dass in beiden Fallen, 
die mit dem Tod des Tieres endeten, eine starke Arginasiimie einer 
90% igen Spaltung plotzlich nach der letzten Injektion zutage trat, 
und dann starb das Tier. In guter Ubereinstimmung mit diesen 
Befunden trat eine solehe starke Arginasdimie einer 90%igen 
Spaltung auch nach der Injektion einer grossen Menge CdSOx4 auf, 
die das Tier eine Stunde nach der Injektion tétete (Tabelle III-b). 

Die Kupfersulfatinjektion, die taglich einmal oder zweimal 
vorgenommen wurde, zeigte auch schwankende Werte der Argina- 
samie, die sich aber in einer schwachen Aktivitit unter 80%iger 
Spaltung befindet; nur einmal nach der ersten Injektion wurde 
eine starke Spaltung von 98% beobachtet, der dann jedoch eine 
Abschwachung der Arginasaimie trotz Wiederholung der Injektion 
folgte (Tabelle [V—a). Bei der Injektion einer grossen Menge blieb 
die Arginasaimie in einem ziemlich hohen Grade erhalten, bis das 
Tier starb (Tabelle IV—b). 

Nach der Wiederholung der Kobaltsulfatinjektion wiess die 
Blutarginase jedoch einen niedrigen Wert, beinahe dem des 
Normalblutes entsprechend, auf und zeigte nur einen schwach 
erhohten Weft kurz vor dem Tod des wiederholt injizierten Tiers 
(V-b). In beiden Fallen, bei denen das Tier nach einmaliger 
Injektion starb, behielt die Blutarginase trotzdem fast ihren 
Normalwert bei (Tabelle V-a). Dieses Bild der schwachen 
Arginasewirkung des Blutes vor dem ‘Tod erwies sich als ein 
anderes Beispiel als dasjenige mit starker Arginasémie bei der 
Cadmiumsulfatinjektion und das Bild bei der Kupfersulfatinjek- 
tion scheint ein Ubergangstypus zwischen diesen beiden Formen 
zu sein. 

Die Nickelsulfatinjektion scheint nur eine schwache, schwan- 
kende Arginasimie zu bewirken und der Wert der Spaltung bleibt 
innerhalb der normalen Schwankung, trotzdem das Tier gestorben 


ist (Tabelle VI). 
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Ebenso wie dieses Beispiel tibte auch eine wiederholte Zinksul- 
fatinjektion keinen besonderen Einfluss auf die schwache Blut- 
arginase nach der Zinksulfatdarreichung aus; in diesen Fallen starb 


das Tier nicht. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Im Anschluss an die vorige Feststellung, dass nach der 
Metallsalzinjektion wie Mangansulfatinjektion die starke Arginase- 
wirkung im Kaninchenblut und zwar im Blutplasma, das gar keine 
oder nur eine schwache Arginaseaktivitét im normalen Zustand 
zeigt, zutage trat, hat Verf. hier weiter den zeitlichen Verlauf 
dieser Arginasdmie bei den mit Metallsalzlésung injizierten Kanin- 
chen studiert. 

1. Kurz nach der Mangansulfatinjektion (nach einer Stunde) 
wurde eine bedeutend starke Arginasémie festgestellt, die wahrend 
1-2 Tagen den gréssten Spaltungswert tiber 90% zeigte, der dann 
mit der Zeit abnahm, bis 5 Tage nach der Injektion der Normal- 
wert wieder erreicht wurde. Nach der Glukoseinjektion scheint die 
Dauer dieser auffallenden Arginasimie durch Mangansulfat etwas 
verktirzt zu werden. 

2. Bei der Cadmiumsulfatinjektion zeigte die Arginasdmie 
keine eindeutigen sondern sehr schwankende Werte der Arginin- 
spaltung. In Fallen, bei denen das Tier nach der Injektion starb, 
trat eine starke pramortale Arginasimie einer 90%igén Spaltung 
auf. 

3. Das Bild der Arginasimie nach der Kupfersulfatinjektion 
zeigte eimen schwiacheren Grad als dasjenige nach der Cadmium- 
injektion und eine etwas erhéhte Arginasimie trat erst nach der 
Injektion einer tédlichen Menge Kupfersulfat auf, wihrend die 
Kobaltsulfatinjektion eine schwache, im Normalumfang schwan- 
kende Arginasimie hervorrief, und eine tédliche Dosis blieb auch 
fast wirkungslos. 

4. Nach der Nickel- und Zinksulfatinjektion findet nur eine 
schwache Arginasdémie statt, die nur normale Schwankungen auf- 
wiess und eine praemortale Erhéhung der Arginasiimie durch 
Nickelsulfat liess sich nicht feststellen. 
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Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle ergebenest 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
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VERSUCHSTEIL. 


TABELLE I, 
Blutarginase des Kaninchens nach der Mangansulfatinjektion. 


Dem Kaninchen wurde 1 cem 3%iger (ca. 1/7,4 Mol) Mangansulfatlésung 
pro kg Korpergewicht intraven6s injiziert. Vor und nach der Injektion 
punktierte man je 1cem Kaninchenblut aus der Ohrvene und priifte es auf 
seine Arginaseaktivitat hin unter Zusatz von 1lecm 0,005 Mol-Mangansulfat- 
losung. 

Versuchsansatz: Je 3cem Argininehlorhydratlésung (Arginintiter =34) 
wurden mit 1 cem Vollblut, dem 1 cem 0,005 Mol-Mangansulfatlosung zugesetzt 
wurde, und mit 10 cem 0,1 Mol-Glycin-NaCl-NaOH-Puffer (Pu 9,2) unter Zusatz 
von Toluol bei 37°C digeriert. Nach Ablauf der 24stiindigen Digestion wurde 
das Gesamtdigestat mit Siure neutralisiert, kurz gekocht, um weitere Hin- 
wirkung der Enzyme zu vernichten, und unter Zusatz einer genigenden Menge 
Urease nach Umpufferung bei PH 7,0 im Bade von 37°C wiihrend 1 Stunde 
aufbewahrt. Nach Beenden der Ureasewirkung hat man das gebildete Am- 
moniak bei sodaalkalischer Reaktion nach Folin in 0,02 n-H2SO: abdestilliert. 
Betreffs der Sojaurease wurde sie vorher auf ihre gentigende Aktivitaét fiir die 
gebildete Harnstoffmenge hin gepriift und sie zeigte in Blindversuchen fast 
keine oder nur geringe Ammoniakbildung, die aber beim Werte des Haupt- 
versuchs korrigiert wurde. Zur Kontrolle wurde Enzym-Puffer ohne Substrat 
der Digestion unter den gleichen Bedingungen unterworfen. Diese Kontroll- 
werte sind von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen. In der Tabelle sind 
diese korrigierten Werte des Saureverbrauchs angegeben, der zur Neutralisa- 
tion des Ammoniaks gebraucht wurde. Um das Entweichen des abgespaltenen 
Ammoniaks zu yerhiiten, wurde der Digestionsapparat mit der die Saure 
enthaltenden Vorlage mittels Glas-Gummischlauchs luftdicht verbunden und 
der Gummischlauch mit dem Schraubehahn gesperrt, um das Zuriicktreten der 
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Sdure in das Digestionsgefiiss zu verhindern. Wie in der vorigen Abhandlung 
gezeigt, wird hier auch der Arginintiter experimentell angegeben, welcher der 
Zahl cem 0,02 n-H»SOxs entspricht, die zur Neutralisation des Ammoniaks ge- 
braucht wird, das aus dem gebildeten Harnstoff entstehen soll, falls das 
zugesetzte Arginin durch Arginase total hydrolysiert wird. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO.) Arginintiter =34 


I) Kérpergewicht | II) Kérpergewicht | III) Korpergewicht 
Zeit nach 2,06 kg 2,38 kg 2,04 kg 
Injektion 
ee 0,02n.1:80.| % |0,02n-E:s0.| % 002-80. 
VOT. 1,90 5,6 5,50 16,2 5,30 15,6 
Injektion : = 3 i 
0,25 — —_— = = 5,90 17,4 
0,5 6,20 18,2 13,40 39,4 5,75 16,9 
1 21,05 | 61,9 28,10 82,7 8,15 24,0 
3 29,50 86,8 29,65 87,2 28,65 84,3 
9 29,00 85,3 30,80 90,6 30,85 90,7 
24 26,90 79,1 27,90 82,1 30,60 90,0 
48 17,20 50,6 18,15 53,4 28,75 84,6 
on 12,75 37,5 —. —_ 26,20 by ele 
72 6,75 19,9 9,45 27,8 21,65 63,7 
80 — _ _ — 19,60 57,7 
96 LUG (A5S 5,2 5,30 15,6 Sel2550 36,9 
104 — = == — 10,15 29,9 
120 2,05 6,0 5,90 17,4 5,95 17,5 


TABELLE II. 
Blutarginase des mit Glukose injizierten Kaninchens nach der 
Mangansulfatinjektion. 


Das Kaninchen erhielt eine intravenése Injektion von je 5ecm 25%iger 
Glukoselosung pro kg Korpergewicht abends vor dem Versuchstag und morgens 
am Versuchstag und dann eine intravendse Injektion von je 1cecm 3%iger 
(=ca. 1/7,4 Mol) Mangansulfatlésung pro kg Kérpergewicht 90 Minuten nach 
der letzten Glukoseninjektion. 

Versuchsansatz: Wie in Tabelle I, 

Den Arginasebefund des Blutes vor und nach der Manganinjektion hat 
man in der Weise wie in der Tabelle I ermittelt und die korrigierten Werte 
des Saureverbrauchs der Hauptversuche in der Tabelle angegeben, 
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Siureverbrauch (ccm 0,02 n-H2SQ,) 


Arginintiter IT) 34 ccm II) 33 cem III) 33 eem IV) 34 c¢em 
Korpergewicht 1,92 kg 2,32 kg 2,62 kg 2,34kg 
Zeit nach eem ecm ecm ecm 
Injektion 0,02 n- % 0,02 n- %o 0,02 n- % | 0,02 n- Jo 
(Std.) HeSO. H2SO: HeSO. HeSO, 
Vor Injektion 1,90 5,6 1,30 3,9 1,70 5,2 3,00 8,8 
0,5 1,50 4,4 2,60 7,9 2,20 6,7 4,20 12,4 
i 1,50 4,4 CS LOM L835 8,20 | 24,9] 15,30 | 45,0 
3 3,20 9,4} 19,95 | 60,5} 20,40 | 61,8] 31,60 | 92,9 
9 3,50 10,3. | - 14590 145,28) 17,05- |) 61,7 | 32,10 | 94,4 
24 3,35 9,9 5,350 | 16,2 | ‘11,70 | 35,5 | 33,45 | 98,4 
48 2,10 6,2 2,40 tse 3,85 a eye 28,50 83,8 
57 4,95 14,6 — — _— -— — — 
72 2,60 tee ils 3,5 1,75 5:3 |) 29,15 18550 
96 4,90 14,4 15 3,5 1,70 532) 8 S160 159259 
120 6,65 19,6 0,90 Del 1,50 4.6) oe 3105 0 91.8 
144 — — — -= — — | 31,40 | 92,4 
168 — — — — _ — | 31,35 | 92,2 
192 — — — — -— —| 23,45 | 69,0 
197 — — _ — — — gestorben 


TABELLE IIJ-a. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Oadmiumsulfatinjektion. 


Man injizierte dem Kaninchen intravends je 0,3 eem 1/15 oder 1/7,4 Mol- 
Cadmiumsulfatl6sung pro kg Korpergewicht taglich einmal. 6 Stunden nach 
der Injektion wurde je 1 ecm Vollblut aus der Ohrvene punktiert und auf die 
Arginaseaktivitit hin unter Mangansulfatzusatz geprift. Zur Aktivierung 
wurde 1eem Vollblut mit 1cem 0,005 Mol-Mangansulfatlosung versetzt und 
verwendet. 

Versuchsansatz: 3cem Argininechlorhydratlésung (neutralisiert) +10 ecm 
0,1 Mol-Glycin-NaCl‘-NaOH-Puffer + Toluol; bei 37°C 24 Stunden lang digeriert. 
Umpufferung und Ureasewirkung (1 Std.). Ammoniakbestimmung nach 
Folin. Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Arginin. Korrektur der Leerver- 
suche. Die korrigierten Werte des Sd&ureverbrauchs sind in der Tabelle 


angegeben. 
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@ TABELLE ITI-b. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Cadmiumsulfatinjektion. 

Hier wurde eine gréssere Menge Salzlésung dem Kaninchen intravends 
injiziert. Nachdem das Tier einige Stunden nach der Injektion gestorben 
war, wurde das Blut aus dem Herzen punktiert und auf seine Arginasewirkung 
hin in 1 cem unter Zusatz von 1 ecem 0,05 Mol-Mangansulfatlésung gepriift. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I1I-a. 

Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs angegeben. 


Saureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO.) Arginintiter =33 ecm 


Korpergewicht I) 1,67 kg Il) 1,60 kg III)’ 1,20 kg 
Injektionsdosis 1 cem 1/7,4 Mol- | 0,6 cem 1/7,4 Mol- 0,3 eem 1/15 Mol-. 
(cem pro kg) CdSO, ¥ CdSO. CdSO. | 
F aie 5 Std. nach 5% Std. nach 16 Std. nach 
5. _andestent x Injektion Injektion " Injektion 
ecm Oo com cem | 
0,02 n-H2SO, 7o 0,02 n-H2SO, % 0,02 nm-HeSO,; % 
27,60 83,6 32,60 98,8 32,55 | 98,6 


TABELLE IV—a. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Kupfersulfatinjektion. 

Man injizierte dem Kaninchen je 0,3 cem 1/7,4 Mol-Kupfersulfatlésung 
pro kg Korpergewicht tiglch einmal oder zweimal intravenods. 6 Stunden nach 
der Injektion kam das Blut zur Prifung. 

Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle I1I—a. 

Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs sind in der Tabelle angegeben. 


SHureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO:) 


Arginintiter T) 33 cem a IT) 35 com 
Korpergewicht 1,23 kg 1,40 kg 
Tage sans io; atone a 
7 eo — cem C e¢em 
Injektionsdosis ~~ ——_ 0,02 n-H»SO; 70 | 09n-Hs80.| 
(eem pro kg) eis ica ee : 
i a 0,3 eem W/74 Mol-CuS0O, 32,30 97,9 7,40 PAA | 
2 ” 26,25 79,5 ‘sya VS) 14,7 
3 ” 14,05 36,5 4,95 14,1 
4 ” 7,00 21,2 - 17,05 48,7 
oy ” 5,85 1757 8,45 24,1 
6 ” 10,45 Bile 5,65 16,1 , 
7 ne 15,90 48,2 3,75 10,7 
8 ” 8,55 25,9 2,35 6,7 
7) 0,3 e€em 1/7,4 Mol-CuSO,; 2 270 290 83 
9 19) »  Zweimal tiglich 8,00 ae 2 2 
10 I) 0,38 cem 1/7,4 Mol-CuSO, — — 
1l ” — —_ 
9 ” 10,80 2,7 
13 Ld 6,65 2) 
14. ” —— 
15 ” = = 
16 ” 2,60 7,9 
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TABELLE JV-b. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Kupfersulfatinjektion. 
Hier ist das Tier nach wiederholter Injektion gestorben, sonst wurden die 
Prozeduren ebenso wie in Tabelle [V—a ausgefihrt. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle III-b. 
Die korrigierten Werte des Saureverbrauchs tabellarisch angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-H2SO.) 


Arginintiter I) 33 eem II) 33 eem 
Korpergewicht 1,84kg 1,48kg 
Tage |——_ 
= com o ecm % 
Injektionsdosis 0,02 n-H2SO.| ’° |0,02n-H2SO.| 


(cem pro kg) oe 
I) 0,9 eem 1/7,4 Mol-CuSO, 


9 
1 “| 11) 0,45 cem 1/7,4 Molk-Cas0, POPU Sa meee Vue 
< mye e 
2 477) 0,45 eem 177.4 Mol-CaSO. Leeann ae eae 
3 I) 0,7 eem 1/7,4 Mol-CuS0O, 15,55 47,4 gestorben 
(Todeszeit unklar) 
4 I) 0 gestorben 


(Todeszeit unklar) 


TABELLE V—a. 
Blutarginase des nach der Kobaltsulfatinjektion gestorbenen Kaninchens. 
Die Versuchsordnungen ebenso wie in Tabelle V—b vyorgenommen, das Tier 
ist aber einige Stunden nach der Injektion gestorben. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle V—b. 
Die korrigierten Werte des Sdureverbrauchs tabellarisch angegeben. 


Sdureverbrauch (ccm 0,02 n-H2SO.) Arginintiter =33 eem 


Korpergewicht I) 1,68kg II) 2,40kg 


Injektionsdosis 


(eem pro ke) 1 cem 1/7 Mol-CoS0, 1,5 eem 1/7 Mol-CoSQ. 


Todeszeit 1 Std. nach Injektion 2 Std. nach Injektion 
ecm eem 
0,02 n-H2SOx %o 0,02 n-H2SOx %o 


2,25 6,8 2,55 7,7 
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TABELLE V—b. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Kobaltsulfatinjektion. 
Die Versuchsordnungen ebenso wie in Tabelle IIIa, hier wurde 1/7, 4 oder 
1/7 Mol-Kobaltsulfatlésung verwendet. 
Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle III-a. 
Die korrigierten Werte des Siiureverbrauchs tabellarisch angegeben. 


Saureverbrauch (cem 0,02 n-HeSO.) 


Arginintiter I) 35 eem II) 33 eem 
Korpergewicht 1,94 kg 1,6l kg 
Tage ; 
a - ceem % ecm % 
Injektionsdosis a 0,02 n-H2SOx 0,02 n-H2SOx 
(eem pro kg) pe se 
I) 1,9 eem1/7,4 Mol-CoSO, 
1 Il) i5 . ; 3,35 10,2 3,60 10,9 
I) 1,9 cem 1/7,4 Mol-CoSO. 
2 II) res . vi 3,80 11,5 1,95 5,9 
I) 2,1 eem 1/7 Mol-CoSO, #2 ae = 
3 | 11) 15 eem 1/7,4 Mol-CoS0. B20 € 
I) 3,0 eem 1/7 Mol-CoSQ. 
4 | ar) 1;5-cem 1/7,4 Mol-CoS0, ep 2 ae 16 
I) 3,6 ecm 1/7 Mol-CoSQ,. 
>) fury. 45 ecm 1/7,4 Mol-CoSO; pee 25,8 Hee 56 
6 TI) 1,5 eem 1/7,4 Mol-CoSO,x gestorben 2,65 8,0 
(3 Stunden nach der 
7 a letzten Injektion) 05 ie 
8 ” 1,75 5,3 
9 ” 1,95 5,9 
10 ” on, — 
ih ” 2,55 7,4 
12 ” 12,60 38,2 
gestorben 


(24% Stunden nach 
der letzten 
Injektion) 
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TABELLE VI. 
Blutarginase des Kaninchens nach der Nickelsulfatinjektion. 
Ebenso wie in Tabelle V—a, aber hier wurde die Nickelsulfatlosung anstatt 
der Kobaltsulfatlosung verwendet. 


Versuchsansatz: Ebenso wie in Tabelle V—a. 
Die korrigierten Werte des Siimreverbrauchs tabellarisch angegeben. 


Shureverbrauch (ccm 0,02 n-H2SO;x) Arginintiter =33 ecm 


Korpergewieht ‘i Ue LAavkS Pil) esskoe i lip enco ke, 
On) ieee 
ap 
oS eem ecm eem 
a yer : 0,02n-| % |0,02n-| % |0,02n-| % 
Injektionsdosis H»SO, HeSOx HoSO, 
(eem pro kg) a = 
IT) 1,4 cem 1/7,4 Mol-NiSO, 
1 TE) ae eicemi se as 2 4,25 12,9 7,00 21,2 4,95 15,0 
IIT) 0,6 eem 1/7,4 Mol-NiSO; 
I) 1 ecem 1/7,4 Mol-NiSO, ~ a 
2 |) At) . 6,00 | 18,2] 5,55 | 16,8] 4,70 | 14,2 
TIT) 0,6 cem 1/7,4 Mol-NiSO, 
I) 1eem 1/7,4 Mol-NiSO, 
3 | IT) . 6535) 91S 5.30 se Gt eae 0a eet) 
III) 0,6 cem 1/7,4 Mol-NiSO, | | 
Bite ES) eek) gestorben = i 
4 | 111) 0,6 cem 1/7,4 Mol-NiSO.| (24 Std. path eee) aS 
IT) 0 nach letzter o : 
5 III) 0,6 eem 1/7,4 Mol-NiSO, Injektion) 1,75 5,3 5,05 15,3 
6 TIT) 0,6 eem 1/7,4 Mol-NiSO; gestorben 5,35 16,2 
7 , (53 % Std. 2 
; nach der ee 
8 ” letzten 3,65 | 11,1 
9 c. Injektion) 8,00 ae 
10 9% = 3 
Ay ” — a 
2 ” 3,25 9,8 
13 2 2.78 8,3 
14 ” — re 
15 ” pod zo 
16 ” 2,65 8,0 
17: ” = = 
18 ” 2.50 7,6 
19 ' gestorben 
(Todeszeit 
unklar) 


ee eee 


Mol-Zinksulfatlésung anstatt der Cadmiumsulfatlésung verwendet. 


Blutarginase des Kani 
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TABELLE VII. 
nchens nach der Zinksulfatinjektion. 
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Versuchsanordnungen ebenso wie in Tabelle III—a, ausserdem wurde 1/7,4 


Die korrigierten Werte des Siureverbrauchs tabellarisch angegeben. 


Saureverbrauch (cem 0,02 n-H2S80,) 


ge 


Arginintiter 


T) 35 eem 


IL) 35 cem 


IIl) 34 cem 


IV) 35 cem 


Korpgegewicht 


2,80 ke 


2,50 ke 


2,70 kg 


2,30 kg 


Todeszeit 


Injektion 
der 1/7,4 
Mol-ZnSO,- 
Losung 
(cem pro kg) 


unklar 


10 Minuten 
nach der 

letzten In- 
jektion 


com, 
0,02 n- 
HeSO. 


I) 2cem; 

II) 1,8 ecm; 
III) 1,4 cem; 
IV)’ 1,6 cem 


2,8 ecm; 
2,3 ccm ; 
1,8 cem; 
2,3 cem 
3 ¢em 5 
1,6 cem; 
2,4 com; 
2,3 eem 
3,2 Gem; 
2,5 com; 
1,8 ccm 
3,2 com 


4 com 


12,45 | 35,6 


8,45 | 24,1 


7,10 


3,80 
9,40 


10,9 
26,9 


¢em 
0,02 n- 
H2SO, 


% 


2,45 7,0 


3,2) 


Oil 


c¢em 
0,02 n- 
HeSO,. 


Yo 


ecm. 
0,02n-| % 
H2SO, 


6,60 | 19,1 


11,35 | 33,4 


8,15 


4,10 a Bey 
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UBER DIE KANINCHENARGINASE. 


III. Mitteilung: Uber das Verhalten des Harnstoffs in 
Blut und Harn des Kaninchens nach der 
Mangansulfatinjektion. 


Von 


KOOITI DEI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8. Utzino.) 


(Hingegangen am 26. Juli 1941) 


Seitdem Krebs und Henseleit (1932, 1934) iiber Versuche 
berichtet haben, die die Frage der Harnstoffsynthese im Tierkorper 
durch die Argininspaltung unter Mitwirkung des Ornithins und 
Citrullins kliren, interessiert man sich fiir die Arginasewirkung 
der Lebergewebe auf Grund der hervorragenden Rolle, die sie bei 
der Harnstoffsynthese spielt. 

Im Gegensatz zu diesen Versuchen haben London et al. (1934, 
1937) nach den Versuchen an angiostomierten Hunden geschlossen, 
dass dem Ornithin in vivo unter physiologischen Bedingungen 
nicht die Rolle eines Katalysators der Harnstoffbildung zukommt 
und dass auch das Citrullin iiberhaupt keinerler Wirkung auf die 
Harnstoffausscheidung aus der Leber zeigt. Das Arginin verur- 
sachte jedoch eine Vermehrung der Harnstoffausscheidung aus der 
Leber; es erfolgt also ein allmahlicher und langer dauernder 
Anstieg der Harnstoffausscheidung, deren Hoéhepunkt nur 10% 
iiber dem Normalniveau liegt, wahrend das Chlorammonium eine 
Kurve der Harnstoffausscheidung mit steilem Anstieg und allmah- 
lichem Abfall zur Folge hat. 

In der vorhergehenden Mitteilung hat Verf. (1941) die 
Resultate dargelegt, die zeigen, dass nach der Injektion einiger 
Metallsalzlosungen wie Mangansulfatlésung eine deutliche Erhohung 
der Aktivitit der Leberarginase im vollaktivierten Zustande auftrat, 
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indem anderseits eine bedeutend starke Arginasimie des Kaninchens 
erscheint. Diese Beobachtungen haben den Verf. weiter zu der 
Ansicht gefiihrt, dass zwischen der Harnstoffbildung und der 
Arginaseaktivitét unter Berticksichtigung der Mangansulfatinjek- 
tion ein Zusammenhang zu suchen sei. 

Es bleibt also noch die Frage offen, wie sich bei den Kaninchen 
das Harnstoffbild im Blut zur Mangansulfatinjektion verhalt. In 
dieser Hinsicht hat Verf. unter Leitung von Prof. Dr. D. Utzino 
das Verhalten des Harnstoffs im Kaninehenblut nach der Metallsalz- 
injektion untersucht und in gegenwartiger Abhandlung gibt Verf. 
einen Bericht tiber den Einfluss der Metallsalzinjektion auf den 
Harnstoff im Kaninchenblut und seine Ausscheidung im Harn. 

Kurz nach der Mangansulfatinjektion (z.B. 6 Stunden) 
erhohte sich die Harnstoffmenge im Kaninchenblut aufs doppelte 
des Normalwertes (Tabelle I). Am nachsten Tag nach der Injek- 
tion zeigt dieser Wert schon eine Neigung zum Abfallen und 
erreicht fast den Normalwert 2 Tage nach der Injektion. 

In damit gut tibereinstimmendem Sinne verlauft die Harn- 
stoffzunahme im Kaninchenblut nach der Cadmiuminjektion 
(Tabelle IT). 

Ebenso wie diese Versuche mit Mangan- oder Cadmiumsulfat 
riefen auch Kobalt-, Nickel-, Kupfer- und Zinksulfatinjektion die 
Harnstoffzunahme im Blut hervor, die aber im allgemeinen etwas 
langer, und besonders langer nach der Kupfer- oder Zinksulfat- 
injektion dauerte, bis der Normalwert erst 5-7 Tage nach der 
Injektion respektive wiederhergestellt wurde (Tabelle III und IV). 
Bei eimem Beispiel der Kupfersalzinjektion in einer kleineren 
Menge bleibt die Blutharnstoffmenge unbeeinflusst erhalten 
(Tabelle IIT). 

Zur Kontrolle wurde dem Tier Glukose (Tabelle V), NaCl, 
CaClo, NasSOg oder MgSO, injiziert und das Blutbild des Harn- 
stoffs untersucht (Tabelle VI). Die Ergebnisse zeigen aber fast 
keine Harnstoffzunahme im Blut des mit diesen Chemikalien in- 
jizierten Kaninchens. 

Entsprechend der Tatsache, dass eine deutliche Harnstoff- 
zunahme nach der Metallsalzinjektion im Blut erscheint, konnte 
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man auch eine erhéhte Ausscheidung des Harnstoffs im Kaninchen- 
harn nach der Mangansulfatinjektion feststellen (Tabelle VII). 

Auf Grund dieser Beobachtung méchte man wohl an die 
vorige Arbeit (Dei, 1941) erinnern, dass die Mangansulfatinjek- 
tion die Arginaseaktivitaét der Gewebe zu erhdhen imstande ist, 
indem eine deutliche Arginasiimie des Kaninchens andererseits 
zutage tritt. 

In dieser Hinsicht muss man aber auch auf die Harnstoffreten- 
tion durch die Nierenschaédigung nach der Mangansalzinjektion 
Rucksicht nehmen. Um eine Retention des Harnstoffs auszuschlies- 
sen, wurde eine vergleichende Betrachtune der Resultate der 
Harunstoffausscheidung vor und nach der Mangansulfatinjektion 
vorgenommen, es wurde keine bemerkbare Abnahme der Harnstoff- 
ausscheidung festgestellt. 

Daraufhin diirfte Verf. hier wohl die Annahme dussern, dass 
die Mangansulfatinjektion, die die Erhodhung der Arginase- 
aktivitét der Gewebe besonders der Leber und auch die deutliche 
Arginasimie des Kaninchens hervorruft, diese Harnstoffzunahme 
im Kaninehenblut und dann auch die verstarkte Harnstoffaus- 
scheidung im Harn zur Folge haben kann. ° 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Kurz nach der Mangansulfatinjektion erscheint im Ka- 
ninchenblut eine Harnstoffzunahme, die plotzlich einen doppelt 
erosseren Wert als den Normalwert aufweist und schon 2 Tage 
nach der Injektion auf das Normalniveau zuriickkehrt. Eine 
eleichgradige Harnstoffzunahme ruft auch die Cadmiumsulfat- 
injektion hervor, bei der die Zunahme ebenso wie in obigem Fall 
schnell absinkt. 

2. Nach der CoSO4, NiSOg-, CuSOy- und ZnSO,4-Injektion 
beobachtet man auch die Harnstoffzunahme im Kaninchenblut, die 
etwas langer dauert. . 

3. Die Injektion einer Glukose-, NaCl-, NagSO4q-, CaClo- oder 
MeS0O,-Lésung bleibt fast ohne Einfluss auf die Blutharnstoff- 


menge. 
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4. Entsprechend dem Abfall der erhéhten Harnstoffmenge im 
Kaninchenblut, also 2-8 Tage nach der Mangansulfatinjektion 
nimmt die Harnstoffausscheidung im Harn zu, die nur 2-3 Tage 
lang dauert, bis sie den Normalwert erreicht. Diese Harnstoff- 
zunahme im Blut wie die vermehrte Harnstoffausscheidung im 
Harn nach der Mangansulfatinjektion sucht man durch die erhohte 
Arginaseaktivitat der Gewebe und die starke Arginasdmie zu 
erklaren. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
gedankt fiir die Gewahrung einer Unterstiitzung zur Anregung 
wissenschaftlicher Forschung. Prof. De & WUtgino. 
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EXPERIMENTELLER TEIL. 


Versuch A. Einfluss der Metallsalzinjektion auf den 
Blutharnstoff des Kaninchens. 


Das Kaninchen wurde wihrend einiger Tage vor dem Ver- 
suche mit 80g ,,Okara“ (gepressten Sojabohnenabfallen) und 20¢ 
Karotten pro kg Korpergewicht gefiittert, wihrend dessen man 
jeden Morgen die Harnstoffmenge des Blutes nach der Urease- 
Methode bestimmie. Nachdem die Tagesschwankung des Harn- 
stoffgehaltes im Blut auf ein Minimum zuriickgegangen war, wurde 
dem Kaninchen morgens vor der Fiitterung eine gewisse Menge 
Metallsalzlésung (in der Tabelle angegeben) intravenés injiziert, 
und dann wurde nach einer bestimmten Zeitpause die Harnstoff- 
bestimmung im Citratblut des Kaninchens ausgefiihrt. 

Citratblut: Das aus der Ohrvene entnommene Blut wurde mit 
ein viertel Teil 3,8%iger Natriumcitratlésung gut vermischt und 
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dann kam je 1 ccm dieses Citratblutes zur Verwendung. 

Urease-Enzym: Ein Teil Sojabohnenpulver wurde mit dem 
dfachen Volumen Wasser gut zerrieben, eine Stunde lang in Raum- 
temperatur unter Umschiitteln gut extrahiert und je 2 cem dieser 
Ureaselosung bei den Versuchen angewendet, nachdem die Lisung 
in der Zentrifuge vom Riickstand getrennt worden war. Man hat 
vorher die gentigende Aktivitaét dieser Ureaselésung, um die 
Harnstoffmenge unter den Versuchsbedingungen quantitativ in 
Ammoniak abzuspalten, bestitigt. 

Versuchsansatz bei Harnstoffermittelung: Zur Bestimmung 
der Harnstoffmenge wurde leem Citratblut mit 8-10 ¢em 1/15 
Mol-Na.K.Phosphatpuffer (PH 7,0) und 2 ccm Ureaselésung unter 
Toluol bei 37°C eine Stunde lang digeriert. Darauf wurde das 
abgespaltene Ammoniak unter Alkalisierung mit Sodalosung nach 
Folin in 0,02 n-Schwefelsdure iiberdestilliert. Zur Kontrolle 
kamen der Versuchsansatz mit 2 eem Wasser, 8-10 cem Phosphat- 
puffer und 1leem Citratblut ohne Urease einerseits und der mit 
2eem Ureasel6sung und 9-11 cem Phosphatpuffer ohne Citratblut 
anderseits in Betracht. Diese Kontrollwerte sind von denjenigen 
des Hauptversuchs abgezogen.. In den Tabellen I-VI sind die 
korrigierten Werte des Sdureverbrauchs angegeben, der zur 
Neutralisation des abgespaltenen Ammoniaks gebraucht wurde. 


Versuch B. Harnstoffausscheidung des Kaninchens nach 

der Mangansulfatinjektion. 

In der Vorprobezeit fiitterte man das Kaninchen mit 80¢ 
Sojabohnenabfallen und 20g Karotten pro kg Kérpergewicht und 
jeden Tag morgens wurde der in der Blase verbliebene Harn 
katheterisiert, mit dem gesammelten Harn vermischt, und dann 
ermittelte man die Harnstoffmenge in einem gewissen Volumen 
Harn nach der schon angegebenen Urease-Methode. In der Tabelle 
ist die Tagesmenge des Harnstoffs angegeben. 

Als die normale Tagesmenge des Harnstoffs fast einen kon- 
stanten Wert zu zeigen pflegte, wurde eine gewisse Menge Mangan- 
sulfatlésung dem Kaninchen in die Ohrvene nach Katheterisierung 
injiziert, alsdann beginnt die Versuchszeit. Nach der Injektion 
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TABELLE II. 
Harnstoffzunahme im Kaninchenblut nach 
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der Cadmiumsulfatinjektion. 


I) Kérpergewicht 1,55 kg II) Kérpergewicht 1,87 kg 
Harnstoff in 1 cem Citratblut | Harnstoff in 1 cem Citratblut 
’ Saureverbrauch Saureverbrauch 
Zeit nach com 0,02 n-H2SO, mg cem 0,02 n-HeSOx meg 
Injektion é _ 
(Std.) Vor Injektion 
0,50 | 0,3 0,75 | 0,45 
Injektionsmenge pro kg Kérpergewicht 
0,9 ceem 1/15 Mol-CdSO,-Lésung| 1,2 cem 1/15 Mol-CdSO.-Lésung 
3 0,85 0,51 1,00 0,60 
6 1,15 0,69 1,20 0,72 
24 0,75 0,45 2,00 1,20 
30 0,75 0,45 1,55 0,93 
48 0,65 0,389 0,80 0,48 
72 0,55 0,33 0,70 0,42 


TABELLE III. 


Harnstoffzunahme im 


Kaninchenblut nach der Kupfersulfat- und 
Zinksulfatinjektion, 


I) K6rpergewicht Il) Kérpergewicht | IIL) K6rpergewicht 
2,40 kg 2,06 kg 2,16 ¢ 
Harnstoff in 1 ¢em Harnstoff in 1 cem Harnstoff in 1 eem 
Citratblut Citratblut Citratblut 
Saureverbrauch Saureverbrauch Saureverbrauch 
Zeit nach | 1ecem 0,02 n- mg 1 cem 0,02 n- mg 1ecem 0,02 n- mg 
Injektion HeSOu HeSOx HeSOx 
(Std. ) 
Vor Injektion 
0,55 | 0,33 | 0,50 | 0,30 0,50 0,30 
Injektionsmenge pro kg K6rpergewicht 
1,2 cem 1/15 Mol- 1,0 eem 1/15 Mol- 1,5 eem 1/7,4 Mol- 
CuSO.-Loésung CuSO:-Losung ZnSO.-Losung 
6 1,25 0,75 0,80 0,48 1,10 0,66 
24 1,25 0,75 0,55 0,33 2,15 1,29 
48 1,05 0,63 0,45 0,27 2,90 1,74 
72 0,85 0,51 0,55 0,33 3,40 2,04 
96 0,80 0,48 _ = 2,80 1,68 
120 0,60 .| 0,36 — oe ia7f53 1,05 
144 0,50 0,30 = = 0,90 0,54 
168 — — — = 0,60 0,36 
192 -- — — — 0,55 0,33 
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TABELLE IV. 


Harnstoffzunahme im Kaninchenblut nach der Kobaltsulfat- und 


Nickelsulfatinjektion. 


I) Korpergewicht 


Il) Koérpergewicht 


IV) Korpergewicht 


1,85 kg 1,90 kg 1,50 kg 
Harnstoff in 1 ecm Harnstoff in 1 cem Harnstoff in 1 ¢em 
Citratblut Citratblut Citratblut 
Zeit h Sdureverbrauch Sdureverbrauch Sdureverbrauch = 
see {ccm 0,02 n-H280.| ™8 | cem 0,02 n-H2SO. cem 0,02 n-Hs80,| 78 
Injektion 
(sta.) Vor Injektion 
0,55 | 0,33 0,60 | 0,36 | 0,90 | 0,54 
Injektionsmenge pro kg Korpergewicht 
1,9 eem 1/7,4 Mol- 1,9 cem 1/7,4 Mol- 1,5 cem 1/7,4 Mol- 
CoSOs-Losung CoSO.-Losung NiSO,.-Losung 
6 0,85 0,51 1,05 0,63 1,74 1,05 
24 1,25 0,75 1,00 0,60 1545 0,69 
48 0,75 0,45 0,65 0,39 1,19 0,66 
72 0,80 0,48 0,55 0,33 0,75 0,45 
96 0,80 0,48 — —_— 0,65 0,39 
120 0,60 0,36 — —_— 0,70 0,42 
144 = _— — — _ — 
TABELLE ‘V. 


Harnstoffbefund im Kaninchenblut nach der Glukoseinjektion. 


Korpergewicht 2,00 kg 


Harnstoff in 1 cem Citratblut 


Saureverbrauch 


Sea eal mg 
Zeit nach Injektion Teem 0,02 n-HsSO« 
(Std. ) a Phew 
Vor Injektion 

0,65 0,39 

Injektionsmenge pro kg 

2,0 eem 1/7,4 Mol-Glukose 
6 0,90 0,54 
24 0,50 0,30 
48 0,50 0,30 
72 0,60 0,36 
96 0,70 0,42 
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wurde die Tagesmenge des Harnstoffs auf die iibliche Weise 
bestimmt. 

Versuchsansatz: 5cem 10fach verdiinnten Harns+2 cem 
Ureaselosung + 10 cem 1/15 Mol-Na.K.Phosphatpuffer (PH 7,0); 
digeriert bei 37°C 1 Stunde lang. Ammoniakbestimmung nach 
Folin. Zur Kontrolle wurden Versuche mit Harn ohne Urease 
elnerselts und mit Urease ohne Harn anderseits angestellt. 

Die korrigierten Werte sind in der Tabelle VII angegeben. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 34, No. 2. 


UBER DIE KANINCHENARGINASE. 


IV. Mitteilung: Uber die Arginasewirkung bei der 
Uranylnitrat- und Cantharidinvergiftung. 


Von 


KOOITI DEI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitit, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 26. Juli 1941) 


In den friitheren Angaben haben Waldschmidt-Leitz et al. 
(1933) darauf aufmerksam gemacht, dass die Arginasemenge, die 
durch Maximalaktivierung ermittelt wurde, mit der Zunahme des 
nekrotischen Anteils des Tumorgewebes erheblich zunahm, wahrend 
andere Enzyme wie Kathepsin, Dipeptidase ete. eine Schwachung 
erfuhren. Im gegensatzlichen Sinne haben Bayerle et al. (1986) 
dartiber berichtet, dass sehr rasch nach der Unterbindung der 
Nierengefisse, also dem Beginn der Infarzierung, die Wirksamkeit 
der Arginase abzunehmen beginnt und nach 10-14 Tagen in den 
meisten Fallen nur mehr eine verschwindende Wirksamkeit 
erkennbar war, nachdem Borger und Mayr (1935) eine Abnahme 
der Proteolyse im Infarktgewebe der Niere bewiesen hatten. 
Darauf hat Nakayama (1940) angegeben, dass die heterolytische 
Kathepsinwirkung der mit Uranylnitrat oder Cantharidin 
geschidigten Kaninchenniere eine Beeintrachtigung — erfuhr, 
wihrend die Peptonasewirkung nur in geringem Grad _ abge- 
schwacht wurde und die Dipeptidasewirkung ebenfalls unverandert 
blieb. Andererseits hat er (1940) auch eine Abnahme der 
Kathepsinwirkung der Kaninchenleber bei der Cantharidin- oder 
Uranvergiftung festgestellt. Dabei schien die Peptonasewirkung 
intakt zu bleiben. Nach der Angabe von Kaiju (1938) wurde 
die Arginasewirkung der Leber auch abgeschwacht, falls das 
Kaninchen mit Phosphor vergiftet war. Dabei hat er auf das 
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Erscheinen der Blutarginase mit Betonung hingewiesen. 

Da die Arginaseaktivitat in naher Beziehung mit der Zelltatig- 
keit zu stehen scheint, wie sie Kaiju (1939) bei Magenkrebs- 
arginase beobachtete, ware das Arginaseverhalten bei der Nieren- 
schidigung wohl von nicht weniger grossem Interesse. In vorliegen- 
der Arbeit hat Verf. unter Leitung von Prof. S. Utzino das Ver- 
halten der Arginase der Niere, Leber und des Blutes bei der 
Uranylnitrat- oder Cantharidinvergitung studiert. Das Ergebnis 
war folgendes. 

Nach einmaliger Uranylnitratinjektion wurde nur _ die 
Arginase-Aktivitaét der Nierenrinde herabgesetzt, wahrend die Voll- 
aktivitat derselben nach Manganaktivierung das Normalniveau 
zeigte (Tabelle I). Die Leberarginase bleibt unbeeintrachtigt. 

Die Aktivitaétsabnahme der Rindenarginase trat auch noch 
deutlich nach der vierten Injektion auf. Die Vollaktivitait lag aber 
fast innerhalb des Normalwertes (Tabelle II). 

Bei diesem Grad der Vergiftung biisste die Nierenmark- 
Arginase ihre Aktivitaét und auch ihre Vollaktivitat in bedeutendem 
Masse ein, wihrend die Leberarginase unverandert oder nur etwas 
abgeschwacht zu sein schien. Diese Beobachtung lehrt, dass die 
wiederholte Injektion der Uranylnitratlosung in der Hauptsache 
schadigend auf die Markarginase einwirkt. 

Dass in der Nierenrinde die Arginaseaktivitat durch die Gift- 
injektion beeintrachtigt wird, lasst an die Beobachtung von Kaiju 
(1988) erinnern, bei welcher in den Nierengeweben des Hunger- 
kaninchens nur die Arginaseaktivitait herabgesetzt ist, die jedoch 
durch Manganzusatz auf den Normalwert vollaktiviert werden 
kann. 

Bei der Uranylnitratinjektion wurde die deutliche Arginasimie 
nur nach der fiinften Injektion festgestellt, in den obigen Fallen 
aber trat fast keine Arginasiimie zutage (Tabelle V). 

Nach der Angabe von Kaiju (1938) wurde die Arginasiimie 
sehr leicht nach der Phosphorinjektion beobachtet. Der Verf. fand 
auch die Arginasimie nach der Mangansulfatinjektion, woriiber 
schon an anderer Stelle berichtet worden ist (Dei, 1941). 

Die Cantharidininjektion scheint nur die Arginaseaktivitat der 
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Nierenrinde herabzusetzen; die Vollaktivitaét derselben und die 
Arginase des Nierenmarks bleiben fast unverandert, ebenso wie bei 
der Leberarginase, deren Aktivitit nur etwas geschwicht zu sein 
scheint (Tabelle IV u. V). 

Bei der Cantharidinvergiftung erscheint nur eine schwache 
Arginasamie einmal, nicht aber ein zweites Mal. 

Zum Zweck der vergleichenden Betrachtung seien hier. die 
Resultate der vorigen Mitteilung (Dei, 1941) angefiihrt, die als 
Normalsechwankung der Argininspaltunge (%) dureh die Mazera- 
tion der Kaninchengewebe unter den angegebenen Bedingungen 
foleende Werte zeigten : P 


Enzym (cem) Arginaseaktivitat (nach nrg Core tes 
Vollblut (1 cem) 1-2% 5-10% 
Blutplasma (1 cem) | a2 % 5-10% 
Blutkérperchen (1eem) 1% 1-2% 
Nierenmark (1 ¢em) 20-40% 70-80% 
Nierenrinde (1 ccm) 70-80% 80-90% 
Leber (0,01 cem) 40-60% 70-90% 
Milz (0,5 ecm) 5-10% 60-70% 
Hirn (1 cem) 3-5% 25-35% 
Hoden (1 cem) 1-2% 5-10% 

(od. 20-30%) 
ZUSAM MENFASSUNG. 


1. Bei der Uranylnitratinjektion wurde in der Hauptsache 
die Arginase des Nierenmarks beeintrachtigt, die der Nierenrinde 
zeigte nur eine Aktivitaétsabnahme, die aber durch Manganzusatz 
fast auf das Normalniveau anstieg. 

Die Leberarginase bleibt fast unberiihrt. Nur nach der 
fiinften Injektion trat Arginasimie zutage, sonst blieb die Blut- 
arginase unter der Norm. 

2. Nach der Cantharidininjektion beobachtete man nur eine 
Herabsetzung der Arginaseaktivitat der Nierenrinde. Die Arginase 
des Nierenmarks und der Leber blieben intakt. 

Eine schwache Arginasimie fand man nur in einem Fall. 


Dem Unterrichtsministerium sei an dieser Stelle bestens 
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VERSUCHSTEIL. 
I. Versuch mit Uranylnitrat. 


Nachdem je 0,25 ecem 1%iger Uranylnitratlésung pro kg Kor- 
pergewicht dem Kaninchen taglich einmal subkutan injiziert 
wurden, hat man das Tier nach ein paar Tagen durch Verbluten 
getotet. Darauf kamen Gewebemazeration und Blut zur Ver- 
wendung. 

Enzym: Die Gewebemazeration wurde mit 1 Teil Gewebebrei 
und 3 Teilen Glycerin-Wasser (1:1), wie in der vorigen Mitteilung, 
bereitet. Das Blut wurde mit einem viertel Teil 3,8%iger Natrium- 
citratlosung vermischt, und dann wurde das Plasma in der Zen- 
trifuge von den Blutkorperchen getrennt, die mit Wasser auf das 
Volumen des Citratblutes verdiinnt und verwendet wurden. Je 1 
cem Mazeration oder Citratblut (Blutplasma oder Blutkérperchen- 
losung) diente fiir die Versuche, wobei die Lebermazeration jedoch 
mit Wasser aufs hundertfache verdiinnt wurde. Zur Aktivierung 
wurde je leem Enzymlosung mit 1eem 0,005 Mol-Mangansulfat- 
losung vermischt und verwendet. Zur Ermittelung der Arginase- 
aktivitat dieser Enzymlosung fiihrte man die Bestimmung des 
durch Arginase gebildeten Harnstoffes nach der Ureasemethode in 
der schon in den vorigen Mitteilungen beschriebenen Weise aus. 
Zur Kontrolle wurde Enzym-Puffer ohne Arginin oder Arginin- 
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Puffer ohne Enzym unter den gleichen Bedingungen digeriert. Die 
Kontrollwerte des Kontrollversuchs wurden von denjenigen des 
Hauptversuchs abgezogen und die korrigierten Werte des Siure- 
verbrauchs in cem 0,02 n-H2SO, in der Tabelle angegeben. In der 
Tabelle ist auch als Arginintiter die Zahl eem 0,02 n-Schwefelsiure 
angegeben, die experimentell zur Neutralisation des Ammoniaks 
gebraucht wurde, das aus dem zugesetzten Arginin bei totaler 
Hydrolyse gebildet wurde. 


2 


TABELLE I. 
Gewebearginase nach der dritten Uranylnitratinjektion. 
Versuchsansatz: 1eem Enzymlésung mit Wassér oder mit 1eem 0,005 
Mol-Mangansulfatlésung + 10 cem 0,1 Mol-Glykokoll-NaCl:-NaOH-Puffer (PH 9,2) 
+Toluol, digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Umpufferung und Urease- 
wirkung bei Pu 7,0 (1 Stunde). Ammoniakbestimmung nach Folin. Die 
Angaben korrigiert. 


ohne MnSO, mit MnSO, 


Enzymiosung Saureverbrauch N Saureverbrauch % 


eem 0,02 n-H2SO, eem 0,02 n-H2SOx 


I) Arginintiter 26,47 Korpergewicht 1,80—1,64 kg Injektion 3 


Versuch 2 Tage nach der letzten Injektion 


Vollblut 1 eem | 0,35 13 0,90 3,4 
Blutplasma 1 ecm 0,10 0,4 0,60 2,3 
Blutkérperchen lecm | 0,05 0.2 0,60 2,3 
Nusrodrcer | 12,40 46,9 23,25 87,8 
Leber 0,01 ecm | 16.05 60,6 21590 82,7 


II) Arginintiter 31,5 Korpergewicht 1,54-1,50 kg Injektion 3 
Leber 72 g Niere 6,9 u. 7,2 g : 
Versuch 2 Tage nach der letzten Injektion 


Nierenmark 1 ¢em 6,65 A ail 19,70 62,4 
Nierenrinde 1 eem 11,60 36,8 26,90 85,4 
Leber 0,01 eem 20,95 66,5 24,05 76,4 
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TABELLE II. 
Gewebearginase nach der vierten Uranylnitratinjektion, 


Versuchsansatz: ebenso wie in Tabelle I. 
Die korrigierten Werte tabellarisch angegeben. 


ohne MnSO, mit MnSOxz 


Enzymlosung 


o Sdureverbrauch 
°  lecm 0,02 n-HsSOx 


| 
( 


Sdureverbrauch 
‘ecm 0,02 n-H2SO. 


Jo 


I) Arginintiter 30,0 Korpergewicht 1,88—-1,84 kg Injektion 4 


Leber 73 g Niere 11,2 u. 10,7 g 
Versuch 3 Tage nach der letzten Injektion 


Nierenmark 1 ¢em 4,50 15,0 14,05 
Nierenrinde 1 eem 10,15 33,8 23,35 
Leber 0,01 ccm : 17,05 56,8 24,20 


46,8 
77,8 
80,7 


II) Arginintiter 30,0 Korpergewicht 1,77-1,51 g Injektion 4 


Leber 73 g Niere 12 wu. 12 ¢ 
Versuch 8 Tage nach der letzten Injektion 


Vollblut 1 eem 0,40 18} 1,70 5,7 
Blutplasma 1 ccm 0,35 1,2 2,30 7,7 

Blutkérperchen 1 cem 0,05 0,2 0,80 2, 
Nierenmark 1 ccm 2,05 . 8,5 15,65 52,2 
Nierenrinde 1 ccm (GUE 25,8 24,15 80,5 
Leber 0,01 ccm 11,30 BYE 19,65 66,2 

TABELLE IIT. 
Gewebearginase nach der fiinften Uranylnitratinjektion. 
Versuchsansatz: ebenso wie in Tabelle I. 
Die korrigierten Werte tabellarisch angegeben. 
ohne MnSO, mit MnSO. 
Enzymlosung Saéureverbrauch o% Saurever brauch | o 
cem 0,02 n-H2SO, ° — jeem 0,02 n-HeSOu ? 
Arginintiter 28,0 Korpergewicht 1,50-1,54 kg Injektion 5 
Versuch 6 Tage nach der letzten Injektion 

Vollblut 1 cem 4,75 17,0 13,65 48,8 
Blutplasma 1 ¢cem 5,55 ‘19,8 16,40 58,6 
Blutk6rperchen + cem 0,15 erOs5) 1,05 3,8 
Niere 1 eem 7,80 27,9 22,00 78,6 
Leber 0,01 cem 17,00 60,7 21,00 b ta0 
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IT. Versuch mit Cantharidin. 

Dem Kaninchen wurde je 1 cem 1%iger Cantharidinolivendl- 
losung pro ke Korpergewicht taéglich einmal subkutan injiziert. 
Die Injektionszahl betragt 1-5. Das Tier wurde 2-5 Tage nach 
der letzten Injektion getétet und die Gewebemazeration oder das 
Citratblut in den Versuchen verwendet, die ebenso unter der 
gleichen Ordnung wie die obigen Versuche angestellt wurden. 
Die Kontrolle wie oben vorgenommen. In den Tabellen sind die 
korrigierten Werte des Hauptversuchs angegeben. 


TABELLE LY. 
Gewebearginase nach der Cantharidininjektion. 
Versuchsansatz: 1c¢cem Enzymlésung mit Wasser oder mit 1 cem 0,005 Mol- 
MnSO,-Lésung+10c¢cem 0,1 Mol-Glycin-NaCl:NaOH-Puffer (PH 9,2) +Toluol, 
digeriert bei 37°C 24 Stunden lang. Umpufferung und Ureasewirkung bei Px 7,0 
(1 Stunde). Ammoniakbestimmung nach Folin. Die Angaben korrigiert. 


ohne MnSOx, mit MnSO, 


Enzymlésung on 2a ee aE : 
oun = Séurever brauch Np Sdureverbrauch % 


cem 0,02 n-H»SO: eem 0,02 n-H2SO. 


I) Arginintiter 28,05 Korpergewicht 2,10 kg Injektion 1 
Versuch 2 Tage nach der letzten Injektion 


Vollblut 1 cem 2,30 8,2 8,30 29,6 
Blutplasma 1 cem 0,55 2,0 9,90 35,4 
Blutkorperchen 1 cem 0,25 0,9 0,65 23 
Niere 1 ccm 11,85 42,3 23,40 83,6 
Leber 0,01 ccm 18,45 65,9 24,80 88,6 
Galle 0,5 ecm 2,85 10,2 11,75 42,8 


II) Arginintiter 31,0 Korpergewicht 1,53-1,18 kg TInjektion 1 
Leber 48 g Niere 3,9 u. 4,0 ¢ 
Versuch 5 Tage nach der letzten Injektion 


Vollblut 1 ecm 0,40 ales} 1,40 4,5 
Blutplasma 1 cem 0,55. 1,8 1,65 5s 
Blutkorperechen 1 cem 0,25 0,8 0,80 2,6 
Nierenmark 1 ecm 8,90 28,7 25,05 80,8 
Nierenrinde 1 cem 14,45 46,6 27,30 88,1 
Leber 0,01 eem 9,70 31,3 21,70 70,0 
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TABELLE V. 
Gewebearginase nach der Cantharidininjektion. 


Versuchsansatz: ebenso wie in Tabelle LV. 
Die korrigierten Werte tabellarisch angegeben. 


ohne MnSOQOx mit MnSO, 


7 e< 4 
zymlosun is ve . 
Enzymlosung Sdureverbrauch % Sdureverbrauch % 


eem 0,02 n-H2SO, ecm 0,02 n-H2SOx 


IT) Arginintiter 31,0 Korpergewicht 1,62-1,54 kg Injektion 3 
Leber 55,2 g Niere 5,9 u. 6,5 ¢ 
Versuch 2 Tage nach der letzten Injektion 


Vollblut 1 cem 0,45 | 15 1,85 6,0 
Blutplasma 1 cem 0,40 | 1,3 1,80 5,8 
Blutkérperchen 1 ccm 0,30 1,0 1,25 4,0 
Nierenmark 1 cem 5,85 | 18,9 25,90 83,6 
Nierenrinde 1 ccm 10,85 35,0 27,80 89,7 
Leber 0,01 eem 10,70 | 34,5 25,65 82,7 


TI) Arginintiter 28,05 Korpergewicht 1,85-1,50 kg 
Versuch am letzten Injektionstage 


Vollblut 1 ¢em 0,40 fear’ 2,75 L938 


| 
Blutplasma 1 ecem 0,70 2,5 3,20 11,4 
Blutkorperchen 1 ccm | 0,30 iil 1,00 3,6 


Niere 1 cem ; | 11,10 39,6 24,30 86,8 
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UBER DIE HYDROLYSE DES VERESTERTEN 
ANEURINS DURCH GEWEBEPHOSPHATASE. 


(Bemerkung iiber die Bestimmung des freien 
Aneurins im Gewebe.)!) 


VON 


AKIJI FUJITA, KEIZABURO DOHI unp SEIITI KAWATI. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo.) 


(EKingegangen am 9. August 1941) 


In den vorangehenden Arbeiten (Fujita, Asari und Dohi 
1941, Fujita und Matsukawa 1941) haben wir die Bestim- 
‘mungsmethode des freien und veresterten Aneurins ausfiihrlich 
beschrieben. Dabei haben wir den Einfluss der Gewebephosphatase 
wahrend des Zerreibens der Gewebe unberiicksichtigt gelassen, wie 
es bisher bei dergleichen Untersuchungen von allen Autoren getan 
wurde. Es stellte sich aber nach unseren weiteren Untersuchungen 
deutlich heraus, dass man die Gewebephosphatase zur Bestimmung 
des richtigen freien Aneurinwertes vor dem Zerreiben der Gewebe 
inaktivieren muss, da ein bedeutender Teil des veresterten Aneurins 
wahrend des Zerreibens der Gewebe hydrolysiert werden kann. Im 
folgenden teilen wir einige soleher auffallenden Beispiele und die 


dazu notige Gegenmassregel mit. 


(Versuch 1) Zeitdauer des Erwirmens bei 80° zur Inaktivierung 
der Gewebephophatase in Rattenleber. 
Sofort nach Toten einer Ratte werden ag (etwa 300mg) Leber zer- 
schnitten, gewogen und in ein Gefiiss mit 10 cem Wasser, das vorher auf 80° 


erwirmt war, getan. Nach verschieden langem Liegenlassen im Wasserbad 
von 80° kiihlt man das Gefiiss mit Inhalt ab. Nach Zusatz von acem n/10 HCl 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkokai” danken wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die am 22. Oktober 1941 auf dem Biochemischen 
Kongress zu Kumamoto mitgeteilt wurde. 
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zerreibt man das Gewebe und fiillt Wasser bis 100a@ ccm auf, setzt Toluol zu 
und bewahrt iiber Nacht bei 38° auf. Nach 15 Minuten Erwarmen auf 80° 
nimmt man 10 ccm des zentrifugierten Extrakts und bestimmt den Aneurin- 


gehalt fluorometrisch. 

Aus den Ergebnissen in Tabelle I erkennt man, dass der 
vefundene Wert bei 15 Minuten Erwarmen kleiner ist als die 
sonstigen, d.h. die Gewebephosphatase wird durch Erwarmen auf 
80° innerhalb 10 Minuten noch nicht vollkommen inaktiviert. Die 
Ergebnisse in Tabelle II zeigen, dass die gefundenen Werte nach 
mehr als 15 Minuten Erwirmen auf 80° praktisch gleich bleiben, 
d.h. die Gewebephosphatase wird durch 15 Minuten Erwarmen 
auf 80° véllig inaktiviert. 


TABELLE I. 
Versuch mit Ratte A. 


Minuten Hrwiirmen bei 80°| Aneuringehalt in Leber in y % 


5 126 


10 108 
15 72 


TABELLE IT. 
Versuch mit Ratte B. 


Minuten Erwirmen bei 80°| Aneuringehalt in Leber in y % 


15 66 
20 69 
30 66 


(Versuch 2) Hinfluss der Temperatur auf die Inaktivierung der 

Gewebephosphatase in Rattenteber. 

Man behandelt die Rattenleber wie bei Versuch 1, aber 
erwarmt 20 Minuten bei verschiedenen Temperaturen. 

Aus den Ergebnissen in Tabelle III ersieht man, dass die 
Gewebephosphatase nach 20 Minuten Erwirmen auf unterhalb 80° 
noch nicht vollig inaktiviert wird. 


Hydrolyse des veresterten Aneurins durch Gewebephosphatase. 317 


TABELLE IIT. 
Versuch mit Ratte C. 


20 Minuten Erwirmen bei] Aneuringehalt in Leber in y % 
80° 66 
70° 96 
60° 146 
50° 383 


‘ 


(Versuch 3) Hinfluss der Gewebephosphatase in Rattengeweben 
auf die bestimmten freien Aneurinwerte. 


Rattenleber wurde folgendermassen behandelt. (1) Die Leber wird sofort 
nach Abtoten des Tieres abgewogen, in 10 cem kochendem Wasser 5 Mfnuten 
gekocht, abgekiihlt, mit einer geeigneten Menge Salzsiure zerrieben und mit 
Wasser verdiinnt. Von 10¢em zentrifugiertem Extrakt (1:100) wird der 
Aneuringehalt gemessen. (2) Das Gewebe wird ohne Erwiarmen zerrieben, mit 
Wasser verdiinnt und nach 15 Minuten Erwirmen auf 80° wird eine geeignete 
Menge HCl zugesetzt und der Aneuringehalt wird bestimmt. (3) Die Gewebe- 
breildsung wie nach 2, aber vor dem Erwiirmen auf 80°, wird sie erst 24 
Stunden bei 30° aufbewahrt.. Dann nach 15 Minuten Erwiirmen auf 80° wird 
eine geeignete Menge Salzsiiure zugesetzt und weiter wie oben behandelt. 
(4) Ebenfalls wie bei 3, aber die Lésung wird nach 24 Stunden Aufbewahren 
bei 38° behandelt. 


Aus den Ergebnissen in Tabelle IV ersieht man, dass das 
vereterte Aneurin wahrend des Zerreibens durch Gewebephos- 
phatase teilweise gespalten werden kann und die Hydrolyse nach 
liangerem Aufbewahren des Extraktes sehr betrachtlich fort- 
schreiten kann. 


TABELLE IV. 
Versuch mit Ratte D. 


Behandlung Aneuringehalt in Leber in y % 
(1) 0 
(2) 68 
(3) 687 
(4) 875 


Bei gleichen Versuchen mit Leber, Niere und Hoden ergaben 
sich dhnliche Verhiltnisse (Vel. Tabelle V). 
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TABELLE V. 
Versuch mit Ratte EH. 


Nach Zerreiben des Gewebes wird der Brei mit Wasser aufs 1000fache 
verdiinnt und folgendermassen behandelt. (1) Nach 15 Minuten Erwarmen 
auf 80° wird behandelt. (2) Nach 3 Stunden Aufbewahren bei Zimmertem- 
peratur wird erwirmt und behandelt. (3) Nach 24 Stunden Aufbewahren bei 
Zimmertemperatur wird erwarmt und behandelt. 


Aneuringehalt in y % 


Behandlung es = 5 
Leber Niere Hoden 
(1) 137 96 IBS 
(2) 542 321 458 
(3) 833 532 812 


(Versuch 4) Zusatzversuch ber Kaninchenblut. 


Kaninechenblut (mit Oxalat, entnommen durch Herzpunktion) wird mit 
Wasser aufs 10fache verdiinnt. Die himolysierte Liésung wird weiter mit 
Wasser aufs doppelte verdtinnt. 20cem der Losung wird folgendermassen 
behandelt. (1) Nach 15 Minuten Erwirmen auf 80° wird die Losung ab- 
gekiihlt, mit Toluol versetzt. und 24 Stunden bei 38° aufbewahrt. (2) Nach 
15 Minuten Erwirmen auf 80° wird die Lésung sofort gemessen. (3) Nach 
15 Minuten Erwirmen auf 80° wird die Liésung abgekiihlt. Man setzt 0,57 
Aneurin dazu und bestimmt den Aneuringehalt. (4) Nach Zusatz von 0,5y 
Aneurin wird die Lésung 15 Minuten auf 80° erwirmt und der Aneuringehalt 
gemessen. 


TABELLE VI, 
Versuch mit Kaninchenblut. 


Aneurin in : 
Behandlung TEN aR tia Differnz von (2) zu 
(1) 0,023 e 
(2) 0,023 = 
(3) 0,492 0,467 
(4) 0,492 0,467 


Zugesetzt: 0,500 
Aus Tabelle VI ist ersichtlich, dass 15 Minuten langes Er- 
warmen auf 80° ebenfalls beim Blut zur vollstandigen Inaktivie- 
rung der Phosphatase ausreicht, da (1) und (2) gleich sind. Die 
Lésung, zu der Aneurin vor dem Erwirmen zugesetzt war, zeigte 
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einen genau gleichen Wert wie die Lisung, zu der Aneurin nach 
dem Erwarmen zugesetzt wurde. Man erkennt daraus, dass das 
Aneurin bei pH etwa 7 durch 15 Minuten Erwiirmen auf 80° 
unverindert bleibt. Ferner, Aneurin wird durch Erwirmen in 
Gegenwart von Himoglobin nicht oxrydiert, wie es Glutathion der 
Fall ist (Vel. Numata 1940). 


(Versuch 5) Hinfluss der Blutphosphatase auf die Aneurinbestim- 
mung. 


Kaninchenblut wird folgendermassen behandelt. (1) 1eem Blut wird zu 
0,1 com 1m HCl und 19,0 cem Wasser, das vorher auf 80° erwirmt war, tropfen- 
weise zugesetzt. Nach 15 Minuten Erwirmen bei 80° wird weiter wie oben 
behandelt. (2) Zu 1,0 ecem Blut werden 0,1 eem 1n HCl und 19,0 eem Wasser 
zugesetzt. Danach wird die Phosphatase durch 15 Minuten Erwiirmen auf 80° 
inaktiviert und weiter wie oben behandelt. (3) Zu 1,0cem Blut werden 19,0 
ecm Wasser zugesetzt und gemisecht. Dann folgt der Zusatz von 0,lcem In 
HCl. Nach 15 Minuten Erwiirmen auf 80° wird es wie oben behandelt. 
(4) 1,0cem Blut und 19,0 cem Wasser werden gemischt. Nach 15 Minuten 
Aufbewahren bei Zimmertemperatur (23°) wird 0,leem 1n HCl zugesetzt. 
Die Phosphatase wird durch 15 Minuten Erwirmen bei 80° inaktiviert. Weiter 
behandelt man wie oben. (5) Ebenfalls wie bei 4, aber die Lésung wird 
30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen. (6) Ebenfalls wie bei 4, 
aber die Lésung wird 60 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
(7) 1,0 cem Blut, 0,1 ceem In HCl und 19,0 cem Wasser werden gemischt und 
ohne Erwiirmen iiber Nacht bei 38° unter Toluol aufbewahrt und wie oben 
behandelt. (8) Ebenfalls wie bei 2, aber nach Zusatz von ,,Takadiastase‘ 
und Toluol itiber Nacht bei 38° aufbewahrt und wie oben behandelt. 


TABELLE VII. 
Versuch mit Kaninchenblut. 


Behandlung y Aneurin in 100 cem Blut 

(1) 2, 

(2) 6,0 
(3) 6,0 
(4) 6,0 
(5) 17,2 
(6) 16,8 
(7) 16,8 
(8) 16,8 
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Aus den Ergebnissen in Tabelle VIL erkennt man, dass zur 
Bestimmung des richtigen freien Aneurinwertes die Blutphos- 
phatase sofort durch heisses Wasser inaktiviert werden muss und 
dass die erst nach Hiimolyse erhitzte Blutlosung nicht den richtigen 
Wert gibt. Ferner, die Hydrolyse der Cocarboxylase im Blut ist 
schon innerhalb von 30 Minuten Aufbewahren bet Zimmertempera- 
tur vollstiindig und der Wert nimmt durch weiteren Zusatz von 
..Takadiastase“ nicht mehr zu. 


(Versuch 6) Versuch mit Menschenmilch. 


Man behandelt Menschenmilch folgendermassen. (1) 1,0 ¢em Mileh wird 
sofort 15 Minuten lang auf 80° erwarmt. Nach dem Abkuhlen wird eine 
geeignete Menge Salzsiiure zugesetzt und wie oben behandelt. (2) Zu 1,0 eem 
Milch wird 0,1 cem 1n HCl zugesetzt. Nach 15 Minuten Erwairmen auf 80° 
wird abgekiihlt. 19,0 cem Wasser werden hinzugefiigt und wie oben behandelt. 
(3) Wie bei 2 aber erst nach 30 Minuten Aufbewahren bei 22° wird die 
Phosphatase inaktiviert usw. (4) Ebenfalls wie bei 3, aber erst nach einer 
Stunde Aufbewahren wird behandelt. (5) Ebenfalls wie bei 3, aber erst nach 
3 Stunden Aufbewahren bei 22° wird behandelt. (6) Ebenfalls wie bei 2, aber 
nach Zusatz von Toluol und ,,Takadiastase und nach Aufbewahren iiber 
Nacht bei 38° wird behandelt. 


TABELLE VITI. 


Versuch mit Menschenmilch. 


Behandlung 


y Aneurin in 100 cem Milch 
() | 2,4 


(2) 2,4 
(3) | 2,4 
coy 2,4 
(5) | 2,4 
(6) | 19,2 


Wie aus den Ergebnissen in Tabelle VIII ersichtlich ist 
enthalt die Menschenmilch iiberhaupt keine Phosphatase und erst 
nach Zusatz von ,,Takadiastase“ lasst sich das veresterte Aneurin 
nachweisen. Ahnliche Versuche mit eimigen anderen Milchproben 
ergaben auch ahnliche Resultate. 


v/ 
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(Versuch 7) Einfluss der Inaktivierung der Phosphatase vor dem 
Zerreiben der Gewebe auf die bestimmten Gesamtaneurinwerte. 


Um zu erfahren, ob die Inaktivierung der Phosphatase vor dem Zerreiben 
der Gewebe einen Hinfluss auf die bestimmten Gesamtaneurinwerte susiibt, 
haben wir einige Rattenorgane gepriift. Die Versuchsbedingung war die 
folgende. (1) Jedes Rattengewebe wird sofort nach dem Abwiigen in etwa 
10 cem heissem Wasser 15 Minuten auf 80° erwiirmt. Nach Zusatz einer 
geeigneten Menge Salzsiure wird das Gewebe zerrieben und mit Wasser 
verdunnt. Nach weiterem 15 Minuten Erwirmen auf 80° wird werden 
» Takadiastase” und Toluol zugesetzt, tiber Nacht bei 38° aufbewahrt und wie 
oben behandelt. (2) Nach dem Abwiigen wird das Gewebe unter Zusatz einer 
geeigneten Menge Salzsiiure zerrieben, mit Wasser versetzt, 15 Minuten auf 
80° erwirmt und wie oben behandelt. 


TABELLE IX. 


Versuch mit Ratten. 


Gesamtaneuringehalt in y Yo (1) 
Gewebe a ee 
(1) @ Me 
Gehirn 504 | 510 | 98 
Lunge 216 | 228 | 95 
Milz 312 | 312 | 100 
Diinndarm 372 | B12 | 100 
Muskel 216 | 225 96 
(Oberschenkel) 


Die Ergebnisse in Tabelle IX zeigen, dass die beiden Werte 
praktisch gut tibereinstimmen, namlich das vorherige Erwarmen 
iibt keinen Einfluss auf die bestimmten Gesamtaneurinwerte aus. 

Ahnliche Versuche wurden bei Mohrriiben, Retticheblittern 
und ,,Azuki*-Bohnen gepriift und ergaben auch ahnliche Verhalt- 


nisse. 


(Versuch 8) Versuche mit pflanzlichen Geweben. a 

Wir haben gepriift, ob die Gewebephosphatase bei Pflanzen- 
geweben ebenso wirksam sei. Die Versuche ergaben, dass dies der 
Fall ist. Wir haben mit Retticheblattern tnd Gurke Versuche 


gemacht. 
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Die Versuchsbedingung der ersteren war die folgende. (1) Die griinen 
Blitter” werden zerschnitten,” in Wasser von 80° gebracht und 15 Minuten 
erwiirmt. Das Gewebe wird dann zerrieben und eine geeignete Menge Salzsaure 
und Wasser werden zugesetzt. Nach weiterem 15 Minuten Erwirmen wird 
wie oben behandelt. (2) Die Blatter werden’ nach dem Zerschneiden 30 
Minuten bei 25° aufbewahrt. Dann werden sie in etwa 10 cem Wasser, das 
vorher auf 80° erwirmt war, gebracht und 15 Minuten bei 80° liegen gelassen. 
Nach dem Zerreiben wird eine geeignete Menge Salzsiure und Wasser zugesetzt. 
Nach weiterem 15 Minuten Erwiirmen auf 80° behandelt man wie oben. (3) 
Die Blatter werden erst zerrieben. Nach Zusatz von Salzsiure und Wasser 
wird die Lésung 15 Minuten auf 80° erwiirmt und wie oben behandelt. (4) Die 
Blatter werden zerrieben. Nach 30 Minuten Aufbewahren bei 25° wird eine 
geeignete Menge Salzsiure und Wasser zugesetzt, 15 Minuten auf 80° erwarmt 
und wie oben behandelt. (5) Ebenfalls wie bei 4, aber nach Zusatz von Toluol 
und ,,Takadiastase” tiber Nacht bei 38° aufbewahrt. 


TABELLE X. 
Versuch mit Rettichblattern. 


Bedingung Aneuringehalt in y % 
2 ‘it pi toe a 3 ee 
(1) 7 
(2) | 26 
(3) | 30 
(4) | 102 


(6) | 102 


Wie aus den Ergebnissen in Tabelle X ersichtlich, wird die 
Phosphatase ebenfalls durch 15 Minuten Erwiarmen auf 80° 
inaktiviert, durch 30 Minuten Liegenlassen bei 25° nach Schneiden 
der Blatter wird die Cocarboxylase teilweise gespalten, aber nach 
Zerreiben des Gewebes findet die Hydrolyse unter der genannten 
Bedingung sehr betrachtlich statt und das gesamte veresterte 
Aneurin wird schon nach 30 Minuten bei 25° vollstiindig gespalten. 

Ahnlicher Versuch mit Gurke zeigte ahnliche Verhaltnisse. 


Die Schale der Gurke wurde folgendermassen behandelt. (1) Das Gewebe 
wird sofort 15 Minuten lang aug 80° erwirmt. Nach Zusatz von Salzsiiure 
und Wasser wird das Gewebe zerrieben, 15 Minuten auf 80° erwairmt und wie 
oben behandelt. (2) Das Gewebe wird nach Zusatz von Salzsiure zerrieben, 
mit Wasser versetzt, 15 Minuten auf 80° erwiirmt und wie oben behandelt. 


1) Die Nerventeile wurden beseitigt. 2) Etwa 1qem gross. 
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(3) Das Gewebe wird mit Wasser zerrieben, eine geeignete Menge Salzsiure 
zugesetzt, 15 Minuten auf 80° erwirmt usw. (4) Das Gewebe wird zerrieben 
und 15 Minuten bei 23° aufbewahrt. Nach Zusatz von Salzsiiure und Wasser 
wird es 15 Minuten auf 80° erwiirmt usw. (5) Ebenfalls wie bei 4, aber 30 
Minuten bei 23° aufbewahrt. (6) Ebenfalls wie bei 4, aber 60 Minuten bei 
23° aufbewahrt. (7) Das Gewebe wird nach dem Schneiden, aber ohne Zer- 
reiben, eine Stunde bei 23° liegen gelassen. Nach 15 Minuten Erwirmen auf 
80° wird es wie oben behandelt. (8) Ebenfalls wie bei 2, aber nach dem 
Zerreiben, tiber Nacht bei 38° aufbewahrt und danach 15 Minuten auf 80° 
erwirmt usw. (9) Ebenfalls wie bei 8, aber nach Zusatz von Toluol und 
»Takadiastase wird die Lésung iiber Nacht bei 38° aufbewahrt. 


TABELLE XI. 
Versuch mit Gurke. 


Bedingung Aneuringehalt in y % 
(1) 16 
(2) 32 
(3) 32 
(4) 35 
(5) 45 
(6) 45 
(7) 20 
(8) 45 
(9) 45 


Aus den Ergebnisse in Tabelle XI ersieht man, dass das ver- 
sterte Aneurin in Gurkengeweben nach Zerreiben innerhalb 30 
Minuten bei 23° vollstindig hydrolysiert wird, aber ohne Zerreiben 
des Gewebes findet eine Hydrolyse selbst nach einer Stunde Auf- 
bewahren bei 23° kaum statt (Vgl. 5,9 und 7 in Tabelle XT). 


ZUSAMMENFASSUNG. ° 


1. Gewebephosphatase wird durch 15 Minuten Erwarmen auf 
80° vollstindig inaktiviert. Innerhalb 10 Minuten bei 80° wird 
die Inaktivierung unvollkommen. Unterhalb 70° reicht das 20 
Minuten wihrende Erwiarmen zur vollstaéndigen Inaktivierung noch 
nicht aus. Diese Tatsache wurde bei Leber, Niere und Hoden von 
Ratte, Blut von Kaninchen, Milch von Menschen und bei einigen 
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pflanzlichen Geweben wie griinen Blattern von Rettich und Mohr- 
riibe, Wurzeln von Mohrriibe, ,,Azuki“-Bohnen und Gurken 
bestiitigt und kann méglicherweise auf alle tierischen und pflanz- 
lichen Gewebe verallgemeinert werden. 

2. Durch Zerreiben des Gewebes (beim Blut durch Hamolyse) 
kann das veresterte Aneurin bedeutend gespalten werden. Nach 
Zerreiben des Gewebes (bzw. Himolyse des Blutes) findet die 
Hydrolyse des veresterten Aneurins waihrend des Aufbewahrens 
im allgemeinen sehr betrachtlich statt, wahrend sie ohne Zerreiben 
des Gewebes (bzw. Himolyse des Blutes) verhiltnismassig geringer 
ist. Zur Bestimmung des freien Aneurins im Gewebe muss das 
Gewebe daher erst nach Inaktivierung der Gewebephosphatase 
durch 15 Minuten Erwarmen auf 80° zerrieben (bzw. hamolysiert) 
werden. Unter dieser Bedingung wird das Aneurin nicht zerstort, 
da das zugesetzte Aneurin vollkommen wiedergefunden wird. 
Durch Kochen des Aneurins in Gegenwart von Hamoglobin wird 
das Vitamin im Gegensatz zu Glutathion nicht oxydiert. Zur 
Bestimmung des Gesamtaneurins tibt das vorherige Erwarmen 
praktisch kaum einen Einfluss auf die bestimmten Werten aus. 

3. In Menschenmilch ist keine Phosphatase nachweisbar. Zur 
Bestimmung des Gesamtaneurins in Mileh ist daher der Zusatz der 
Phosphatase (z. B. in Form von ,,Takadiastase“) unbedingt notig. 
Bei vielen frischen tierischen und pflanzlichen Geweben wird das 
veresterte Aneurin, ohne besonderen Zusatz von Phosphatase, nach 
dem Aufbewahren tiber Nacht bei 38° durch eigene Gewebephos- 
phatase vollstandig gespalten. 
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UBER DIE PROTEASE-, AMIDASE- UND ESTERASE- 
WIRKUNG DER SAUREFESTEN BAKTERIEN.’ 


VON 


TADANARI ONISI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen 
Fakultat der Kaiserlichen Tohoku-Universitdt, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 14. August 1941) 


In Hinsicht der Bakterienenzyme haben Toda et al. (Toda, 
1926; Kawabata, 19384; Hiroki, 1935; Urabe, 1936; Toda u. 
Urabe, 1936) darauf aufmerksam gemacht, dass die Katalase- 
wirkung der saprophytischen, apathogenen siéurefesten Bazillen 
starker ausgeprigt ist, als die der virulenten pathogenen siure- 
festen Bazillen; dies gilt auch fiir die Lecithase und Peroxydase, 
nicht aber fur die Lipase. 

Hier taucht nun eine neue Frage auf, wie sich die siurefesten 
Bazillen in dem Proteolysen- sowie Desamidierungssystem ver- 
halten. Beziiglich der Bakterienproteolyse hat [Imaizumi (1938) 
die Versuche mit den Gelatine verfliissigenden Bakterien und mit 
den Nichtverfliissigern angestellt. 

Es gelang ihm (1938), weiter die Prodigiosusproteimase von 
den Peptidasen zu trennen. Andererseits kamen _ interessante 
Abhandlungen von Maschmann (1937-1939) tiber die Proteasen 
der Anaerobien wie Anaerobiase und iiber die Aktivierbarkeit der 
Peptidase der Anaerobien zur Veroffentlichung. 

Was die Proteasen der sdéurefesten Bakterien anbelangt, so 
bleibt, noch viel zu untersuchen tibrig und in vorliegender Arbeit 
hat Verf. sich hier unter Leitung von Herrn Prof. Dr. Utzino 
mit dem Studium iiber die Proteasen und Desamidase der saure- 
festen Bakterien nimlich der Smegmabazillen, Frosch-, Hiihner- 
und humanen Tuberkelbazillen beschaftigt. 


*) §. Utzino und Mitarbeiter: Uber die Bakterienenzyme. XIII. 
Mitteilung. 
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Die Smegmabazillen wurden in dem festen Nahrboden und 
die anderen siurefesten Bazillen in dem Lockemann’schen 
Niahrboden kultiviert, und die Bakterienleiber kamen als Trocken- 
praparat zur Anwendung, indem man sie nach der Aceton-Ather- 
Methode trocknete. 

Zunichst wurde die Proteasenaktivitat des Smegmabazillen- 
Trockenpriparats in einer wisserigen Suspension festgestellt, die 
Casein am giinstigsten bei Pu 7,0-7,5 und Gelatine sehr schwach 
bei Pu 7,0-8,0 angriff. Das Pepton-Witte wurde am starksten 
bei Pu 8,0 und Glyeyleglycin ebenfalls bei Px 7,0—-8,0 hydrolysiert. 

Die proteolytische Wirkung der Smegmabazillen hangt von 
der Kulturdauer ab, und zwar. traten die Gelatine- und Casein- 
hydrolyse nur in schwachem Grad auf, falls die Bakterien linger 
als 3 Tage kultiviert wurden. Nach langerer Kulturdauer wurde 
die Dipeptidasewirkung ebenfalls abgeschwachst. Nach langerer 
Digestion des Diglycins trat jedoch die Aciditatszunahme in 
deutlichem Masse auf. Das Trockenpraparat griff die Hippur- 
sdaure sehr auffallend, unabhangig von der Kulturdauer an, 
wahrend Benzoyldiglycin ungespalten blieb, wie schon von 
Imaizumi (1938) iiber die Resistenz des Benzoyldiglycins gegen- 
iiber Bakterienenzymen berichtet worden ist. 

Betrachtet man ferner die Proteasenwirkung der Froschtu- 
berkelbazillen, welche in Lockemannschem Na&ahrboden einen 
Monat kultiviert wurden, so hydrolysiert das Trockenpriiparat 
Casein, Diglycin und Benzoylglycin auffallend, Gelatine und 
Pepton aber sehr wenig. Im Falle der Hiihnertuberkelbazillen 
greift ihr Trockenpraparat unter den gleichen Bedingungen 
Casein oder Pepton sehr wenig an, Gelatine aber gar nicht. Die 
Diglycinspaltung tritt deutlich zutage, die Benzoylglycinspaltung 
aber sehr schwach. Wahrend das Trockenpraparat von humanen 
Tuberkelbazillen kaum irgend ein Substrat anzugreifen scheint, 
konnte man jedoch eine positive Aciditaétszunahme im Diglycin- 
digestat feststellen. 

In dieser Hinsicht diirfte man wohl auf die Aceton-Inaktivie- 
rung der Proteasen der siurefesten Bakterien Riicksicht nehmen, 
da die Bakterienleiber bei der Trocknung ziemlich lang in Aceton 
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erhalten bleiben. Hier sei ein Beispiel Saito’s (1941) angefiihrt, 
wonach die Bakterienaspartase durch die langdauernde Aceton- 
behandlung inaktiviert wurde. 

Was die Asparagindesamidierung durch die siurefesten 
Bazillen betrifft, so war die Menge des abgespaltenen Ammoniaks 
nach 72stiindiger Digestion kleiner als 100% des einen Amid-N. 
Durch das Trockenpraparat von humanen Tuberkelbazillen, die 
nach lJangeren Kulturtagen nach einer langdauernden Aceton- 
behandlung getrocknet wurden, liess sich das Asparagin fast 
im gleichen Grade wie durch dasjenige der Smegmabazillen 
desamidieren, die nur nach kurzer Kulturdauer getrocknet waren. 
Diese Ergebnisse sprechen fiir die sehr starke Aktivitat der stabilen 
Asparaginase der siurefesten Bakterien. Das Optimal-Pn der 
Asparaginase der untersuchten Staémme liegt bei Pu 7,0-8,0. Bei 
den Hithnertuberkelbazillen fand man aber die stiirkste Abspaltung 
des’ Ammoniaks bei Px 8,0-8,5. 

Ferner ergaben die Resultate, dass Acetamid durch Smegma- 
bazillen sowie Frosehtuberkelbazillen und Benzamid durch 
Smegmabazillen auffallend desamidiert wurde. Die humanen 
Tuberkelbazillen konnten das Asparagin deutlieh desamidieren 
aber weder Acetamid noch Benzamid. Diese Ergebnisse sprechen 
wohl fiir die Spezifitat der Asparaginase von humanen Tuber- 
kelbazillen. 

Trotz der starken Asparaginasewirkung der saurefesten 
Bakterien fand man keine Wirkung auf die Asparaginsaure, ebenso 
wie auf einige Aminosiuren. Hier muss man aber auf die 
Acetonempfindlichkeit der Aspartase Riicksicht nehmen und die 
Versuche an den anderen Praparaten vornehmen. 

Beziiglich der Esterasewirkung wurde die starke Monobutyln- 
spaltung dureh Smegmabazillen, Frosch- und Hithnertuberkel- 
bazillen im Umfang von Pu 7,5-9,0 konstatiert. 

Vor allem scheinen die Protease-, Asparaginase- und Esterase- 
wirkung der Smegmabazillen am starksten aufzutreten. 
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VERSUCHSTEIL. 


TABELLE J, 
Proteolytische Wirkungen des Trockenpraparats der sog. Smegmabazillen. 

Enzym: Die 7 Tage lang auf festem Nahrboden (Glutaminsaures Na, 
Phosphat, Glycerin und Hiihnerei) kultivierte Bazillenmasse wurde mit Aceton 
10 Minuten lang in einer Reibschale gut zerrieben, abgesaugt und wieder mit 
Aceton behandelt. Zuletzt wurden die Bakterienleiber mit Ather digeriert, 
abgesaugt und im Vakuumexsikkator getrocknet. Bei den Versuchen ver- 
wendete man eine 4%ige Suspension dieses Pulvers in Glycerin-Wasser (1: 1). 

Versuchsansatz: 2c¢cem 4%ige Bazillenpulversuspension wurden mit 20 
com 2%iger oder M/20 Substratpufferlésung von verschiedenen PuH-Werten 
unter Toluol bei 37°C digeriert. Zur Kontrolle wurde eine Enzym-Puffer- 
losung ohne Substrat unter den gleichen Bedingungen digeriert. 

Die Aciditatszunahme in 4cem Digestat wurde mit 0,1 n-NaOH nach 
Sorensen titriert. Den Kontrollwert hat man von demjenigen des Haupt- 
versuchs abgezogen und die korrigierten Werte sind in der Tabelle angegeben. 


Aciditatszunahme in 4 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


; Pag ES 
Substrate Std. 5,0 6,0 7,0 05) 8,0 9,0 
24 0 0,07 0,16 0,16 0,13 0,12 
Casein : : 

(Hammarsten) Ue 0,02 0,14 0,39 0,39 0,28 0,20 
120 0 0,15 0,50 0,48 0,39 0,18 
24 0,01 0,03 0,09 Os? Oot: 0,10 
Gelatine C 72 0,07 0,10 0,16 0,19 0,19 0,12 
120 0,09 0,10 0,23 0,20 0,19 0,10 
24 0 0,02 0,14 0,18 0,25 0,18 
Pepton K 72, 0,06 0,09 0,42 0,44 0,53 0,36 
120 0,16 0,2 0,49 0,54 0,58 0,39 
3 = 0,02 0,32 0,36 0,38 TO12 
6 a 0,04. 0,50 0,50 0,56 0,14 

Glyeylglycin i 
24 = 0,14 1,02 1,04 1,06 0,95 
72 = 0,22 1,43 33 1,26 0,96 
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TABELLE II. 


Linfluss der Kulturdauer auf die Proteasenwirkung der sogq. 
Smegmabazillen. 


Enzym: Hier wurde ein bestimmter Smegmabazillenstamm unter den 
gleichen Bedingungen wie in Tabelle I verschiedene Tage lang auf festem 
Nahrboden kultiviert und die Bakterienleiber wurden auf iibliche Weise mit 
Aceton-Ather getrocknet. 

Versuchsansatz: 2cem 4%iger Bazillenpulversuspension +20 cem 2%iger 
Protein-, Pepton- oder 0,05 Mol-Peptidpufferlésung (Pu 7,5) + Toluol; digeriert 
bei 37°C. 

Kontrollversuche wie in Tabelle I, 

Formoltitration in 4 cem Digestat. Die Tabellenangaben korrigiert. 


Aciditatszunahme in 4 ecem Digestat (cem 0,1 n-NaOH ) 


~~ Kulturdauer 


Substrate ‘ (Tag) 2 Tage 3 Tage 7 Tage 
SiS | 
24 0,32 0,21 0,16 
eo 2 55 0,40 0,39 
(Hammarsten ) 3 0,5 | z : 
120 0,81 0,51 0,48 
24 0,05 0,10 0,12 
Gelatine C 72 0,17 | 0,18 0,19 
120 0,40 | 0,23 0,20 
24 0,2 | 0,28 0,18 
Pepton K 72 0,61 | 0,65 0,44 
120 0,93 0,83 0,54 
6 L,099q | 10,80 0,36 
24 Losses | i147 0,50 
Gives elyain 72 ie 1,47 1,04 
120 1,14 | 1,57 ioe 
24 0,59 | 0,44 0,44 
Benzoylglycin 72 0,87 | 1,12 1,10 
120 ye 1,49 1ee8 
24 (pees 0 0 
Benzoyldiglycin 72 60 
120 0 
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TABELLE JIT. 


Proteolytische Wirkungen des Trockenpriparats der séurefesten Bazillen. 


Enzym: Die siurefesten Bazillen von einem gewissen Stamm hat man in 
Lockemannschem Nihrboden einem Monat lang kultiviert und die Bakterien- 
leiber wurden nach der Aceton-Ather-Methode getrocknet und im Exsikkator 


aufbewahrt. 


Die Bazillenmasse der Frosch- oder Hiihnertuberkulose zerreibt man mit 
Aceton nur ca. 10 Minuten lang, die humanen Tuberkelbazillen aber mit 
Aceton 4 Stunden lang und behandelte sie dann mit Ather. 


Versuchsansatz: 


Ebenso wie in Tabelle I. 


Acidititszunahme in 4 ccm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Ppeetions Frosch- Hiihner- Humane 
Substrate tuberkel- tuberkel- Tuberkel- 
Std. Tass bazillen pazillen bazillen 
24 0,13 0,16 0,01 
Casein 7s 
(Hamesuren) (fe 0,30 0,19 0,05 
120 0,45 0,24 0,06 
24 0,11 0,07 0,03 
Gelatine C 72 0,17 0,07 0,10 
120 0,20 0,07 0,10 
24 0,09 0,13 0,07 
Pepton K 72 0,20 0,18 0,14 
120 0,28 0,27 0,14 
24 0,69 0,85 0,13 
Glycylglyein 72 TO 1,45 0,22 
24 0,36 0,05 0 
Benzoylglycin 72 1,05 0,07 0,02 
120 1,46 0,11 0,04 
24 0 0 0 
Benzoyldiglycin 72 0 
120 0 


SEER EEE een Me NE oe 
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TABELLE IV. 
Optimal-pH der Asparaginasewirkung der siiurefesten Bazillen. 

Enzym: Die sog. Smegmabazillen wurden 7 Tage lang auf festem Nihr- 
boden und die anderen siurefesten Bazillen einen Monat lang in Loekemann- 
schem Niahrboden kultiviert und die Aceton-Ather-Behandlung war wie die 
Tabelle IIT. Zu den Versuchen wurde eine 4%ige Pulversuspension in 
Glycern-Wasser (1:1) verwendet. 

Versuchsansatz: 3ccm 4%iger Pulversuspension+1 ccm 0,1 Mol Aspara- 
ginlosung+10 ecm Phosphatpufferlésung+Toluol; digeriert bei 37°C 72 Stun- 
den lang. Das abgespaltene Ammoniak wurde nach Folin bestimmt. 
Kontrolle mit Enzym-Puffer ohne Asparagin. Diese Kontrollwerte des 
Saureverbrauchs von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen und die 
korrigierten Werte des Hauptversuchs in cem 0,02 n-H2SO; in der Tabelle 
angegeben. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-SOsH2) 


ie ee ~ 6 

Coane a 5 6,0 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 
Sog. 2,68 4,35 4,55 4,50 3,98 6,76 
Smegmabazillen (53,6%) | (87,0%) | (91,0%) | (90,0%) | (79,6%) | (75,2%) 
Frosch- 3,99 4,79 4,77 4,86 4,37 4,27 
tuberkelbazillen (79,8%) | (95,8%) | (95,4%) | (97,2%) | (87,4%) | (85,4%) 
Hiihner- 0,70 1,66 2,33 2,83 eid! 1,85 
tuberkelbazillen (14,0%) | (33,2%) | (46,6%) | (56.6%) | (54,2%) | (37,0%) 
Humane 3,18 4,54 490 4 4,44 Bes 3,18 
Tuberkelbazillen | (63,6%) | (90,8%) | (98,0%) | (88,8%)| (75,0%) | (73,6%) 


TABELLE V. 


Wirkungen des Trockenpriéparats der sdurefesten Bazillen auf Asparagin, 
Acetamid und Benzamid. 
Enzym: Ebenso wie in Tabelle IV. 
Versuchsansatz: 3cem 4%iger Pulversuspension +1 ccm 0,1 Mol-Substrat- 
lésung +10 cem Phosphatpufferlésung (PH 7,5); digeriert bei 37°C 72 Stunden 


lang. 
Ammoniakbestimmung nach Folin mittels 0,02 n-H2SO.. 


Siureverbrauch (cem 0,02 n-SOsHe2) 


Stimme Sog. Frosch- Hiihner- Humane 


Smegma- tuberkel- tuberkel- Tuberkel- 
Substrate bazillen bazillen bazillen bazillen 
Asparagin 4,83 (96,6%) | 4,80 (96,0%) | 4,30 (86,0%) | 4,30 (86,0%) 
Acetamid 4,78 (95,6%) | 4,25 (85,0%) | 0,40 (8,0%) 0 
Benzamid 4,38 (87,6%) | 1,20 (24,0%) | 0,95 (19,0%) . 0 
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TABELLE VI. 
Wirkungen des Trockenpriparats der séurefesten Bazillen auf 
Monoaminosauren. 

Enzym: Ebenso wie in Tabelle V. 

Versuchsansatz: 3cem 4%ige Pulversuspension+100mg Substrat+10 
eem Phosphatpufferlésung (PH 7,5); digeriert bei 37°C 72 Std. lang. Kontrolle 
wie in Tabelle LV. 

Ammoniakbestimmung nach Folin, 


Sdureverbrauch (eem 0,02 n-SOsHe2) 


"——~___ Stiimme Sog. Frosch- Hiihner- Humane 
Wes Smegma- tuberkel- tuberkel- Tuberkel- 
Substrate —_ bazillen bazillen bazillen bazillen 
Asparaginsiure 0 0 0 0 
Glutaminsiure 0 0 0 0 
Leucin 0 0 0 0 
Tyrosin 0 0 0 0 


TABELLE VII. 
Esterasewirkung des Trockenpraparats der sdurefesten Bazillen 
bet verschiedenen pH-Werten. 

Enzym: Unter der oben erwahnten Bedingung bereitet. 

Versuchsansatz: Als Substrat wurden 10 cem 2%ige Monobutylinlésung 
(Merek), die unter Serumalbuminzusatz (in 0,1%) gut emulgiert wurde, dann 
2cem 4%iger Bazillenpulversuspension und 10 cem Phosphatpufferlésung von 
verschiedenen PH-Werten zugesetzt und digeriert mit etwas Toluol bei 37°C. 
Nach einer bestimmten Zeit wurden je 4cem Digestat mit 10 cem neutralisierter 
phenolphathaleinhaltiger Alkohol-Atherlésung (2:1) versetzt und mit 0,1 n- 
NaOH titriert. 

Die Kontrollversuche mit Enzym ohne Monobutylin oder mit Monobutylin 
ohne Enzym angestellt. In der Tabelle sind die korrigierten Werte der 
Acidititszunahme angegeben. 


Aciditatszunahme in 4ecm Digestat (ecm 0,1 n-NaOH) 


Stimme ee) BO. GO onl 25. | Sao 


See Siteshabantiten 5 0,10 | 0,36 | 0,94 | 1,23 | 1,36 | 1,39 

sas abe uy 9 

(3 Tage lang kultiviert) e 028 | 0,52 119 | L57 | 1,70 | 1,81 
ies 0,69 | 0,89 | 1,51 | 1,89} 2,10 | 2,05 


0,17 | 0,26 | 0,58 | 0,67 | 0,66 | 0,67 
0,44! 0,56 | 0,97} 1,26] 1,32] 1.36 
72 | 1,06} 1,10 | 155+ 1,85 | 1,90} 1,80 


5 0,08 | 0,16 | 0,35 | 0,38 | 0,40 | 0,37 


Hiithnertuberkelbazillen 
(einen Monat lang kultiviert) = ea eRe Reel banal 


72 0,25 | 0,47 | 1,33) 1,54] 1,67 | 1,65 


5 
Froschtuberkelbazillen 24 
(einen Monat lang kultiviert) 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


In der vorliegenden Arbeit wurde das Trockenpriiparat von 
sdurefesten Bakterien, néimlich Smegmabazillen, Froschtuberkel- 
bazillen, Hiihnertuberkelbazillen und humanen Tuberkelbazillen 
auf seine Proteasen-, Amidasen- und Esteraseaktivitit hin gepriift. 


1. Die Optimalreaktion der Caseinspaltung des Smegma- 
bazillen-Trockenpraparats liegt bei 7,0-7,5, die der Gelatine- und 
Diglycinspaltung bei Pu 7,0-8,0 und die der Pepton-Witte- 
Spaltung bei Pu 8,0. Nach diesen Beobachtungen scheint hier 
die Proteinase wie Peptonase von Tryptase- oder Ereptasenatur 
vorzuliegen. Diese Proteasenwirkung wurde nach langdauernder 
Kultur deutlich abgeschwiécht, wie dies auch bei den Wasser- 
vibrionen von Osima beobachtet wurde (noch nicht verdffentlicht) . 

Hier sei auch besonders auf die weite Verbreitung der 
Hippuricase in der Bakterienwelt hingewiesen, da das Priparat 
von saurefesten Bakterien Hippurséure deutlich anzugreifen 
vermag, nicht aber Benzoyldiglycin. 

Diese Proteasenwirkungen wurden auch im Trockenpraparat 
der Froschtuberkelbazillen, wenn auch in schwachem Grad bestatigt 
und ebenfalls, aber noch schwacher in demjenigen der Hiihner- 
tuberkelbazillen. Im Trockenpraparat von humanen Tuberkel- 
bazillen, die langere Zeit in Aceton eingetaucht blieben, kam nur 
die Diglycinspaltung zur Feststellung. 

2. Im Trockenpraparat von sdurefesten Bakterien wie auch 
von humanen Tuberkelbazillen, die nur eine schwache Dipeptidase- 
wirkung zeigen konnten, wurde starke Asparaginasewirkung beo- 
bachtet, die am giinstigsten bei Pu 7,0-8,0 auftrat. Das Smegma- 
bazillen- und Hiihner- wie Froschtuberkelbazillen-Praparat sind 
imstande noch Benz- und Acetamid zu desamidieren, wahrend 
dasjenige der humanen Tuberkelbazillen unwirksam war. 

3. In den hier gebrauchten Trockenpraparaten der saure- 
festen Bakterien wurde die Aspartase- wie auch die Carbaminasen- 
Wirkung vermisst. 

4. Das Praparat von Smegmabazillen, Frosch- und Huhner- 
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tuberkelbazillen vermochten das Monobutylin deutlich bei Pu 7,5- 
9,0 zu hydrolysieren. 
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BEMERKUNGEN ZU DER ARBEIT “UBER DIE 
HYDROLYSE DER ACYLPEPTIDEN” ENZYMOLOGIA 
9,356 (1941) VON MORITSUNE NISHIHIRA. 


Von 


TUNEHIRO KAZAMA, 


(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers.) 


(Eingegangen am 2. September 1941) 


Zu meinem grossen Bedauern finde ich in dem obengenannten 
Aufsatz folgendes: ,,Ausserdem liess er (Kazama) die Frage 
offen, an welcher Bindungsstelle die Hydrolyse durch das Ferment 
stattgefunden hat“. Fiir diese Arbeit soll Prof. S. Akamatsu 
Chiba die volle Verantwortlichkeit tragen. Es sei daran erinnert, 
dass ich am 28. Oktober 1937 bei dem 13. Generalkongress der 
Japanischen Biochemischen Gesellschaft in Nagasaki in seiner 
Gegenwart bereits daritiber gesprochen hatte, was dann bald danach 
in dem Sitzungsberichte der betreffenden Gesellschaft? und spiter 
in dem Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft?’ wieder- 
gegeben wurde. Die Schlussfolgerung Nishihiras, dass das 
Benzoyl-triglycin durch die Nierenpeptidase in der Mitte der 
Peptidkette gespalten sei, wurde schon damals mit grosster 
Wahrscheinlichkeit vorhergesagt. Bei dem 16. Generalkongress 
1940 in Kyoto, bei welcher Gelegenheit ich die mangelhafte Be- 
griindung fiir die spezifische Abbegrenzung seiner sog. ,,Dipeptido- 
peptidase“ bemerkte,*) versicherte er, dass ihm meine Arbeit gut 
bekannt sei und dass er sie in einer Mitteilung, die im Namen 
seines Schiilers Nishihiras veroffentlicht werden sollte, zitieren 
wolle. Das sollte allerdings in ganz anderer Form, als in dem 
vorliegenden Aufsatzgeschehen ist, sein. Denn er hat dabei 


1) Nippon Seikagakkai Kaiho, 1937, 12, 294. 
2) Ber., 1940, 73, 332. 
3) Nippon Seikagakkai Kaiho, 1940, 15, 128, u.z. 130; 1941, 16, 8; 1941, 


16, 65. 
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merkwiirdigerweise meine Ergebnisse mit der Nierenpeptidase 
iibersehen und die mit der Pankreas- und Diinndarmpeptidase in 
den Vordergrund geriickt. Dies ist mir ganz unbegreiflich. Dazu 
kommt die Tatsache, dass er jetzt die Selbstandichkeit der 
,,Dipeptidopeptidase“, die er mit allerfestester Uberzeugung be- 
hauptete®) in viel bescheidenerer Weise betont—und das in An- 
betracht, dass das Manuskript schon am 6. November 1940 bei 
der Schriftleitung eingegangen war. 

Weil man aus den Versuchen Nishihiras leicht ersehen kann, 
dass die Spaltung des Benzoyl-triglycins durch seine ,,Dipeptido- 
peptidase“ auch nach der H.S-Aktivierung (?)* eine noch betriich- 
lich schwachere ist als die des originellen Glyzerinauszugs, darf 
man seine Ergebnisse nur als eine allgemeine Herabsetzung der 
Peptidasenaktivitét deuten, falls die Daten der letzten Tabelle®? 
nicht fiir diesen Zweck ausgewertet werden, was sonderbarerweise 
von dem Autor selbst ganz tibersehen wurde. 


4) Enzymologia, 1941, 9, 356, u.z. 359 ff. 
5) Ebenda 363. 
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ANTWORT AUF OBIGE BEMERKUNGEN 
VON T. KAZAMA. 


Von 


MORITSUNE NISHIHIRA. 


(Aus dem Mediz. Chem. Institut der Med. Akademie zu Chiba. 
Dir.: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 5. September 1941) 


Die Annahme von Dr. Kazama (B. deutsch. Chem. G., [1940] 
73, 332 Fussnote), dass das Benzoyltriglycin (BGGG) durch den 
Glyzerinextrakt der Schweineniere in BG+GG spaltbar ist, wurde 
auf seine experimentellen Ergebnisse gestellt, die genau in Acta 
Scholae med. Univ. im. Kyoto, [1939] 23, 169 mitgeteilt wurden. 
Er hat beobachtet, dass der Extrakt das Benzoyldiglycin (BGG) 
schwach, aber das BGGG stark, nach 48 Stunden 150%, spaltete 
(S. 172, Tabelle 4). Er hat wohl recht, als er damit die Méglich- 
keit der Hydrolyse des BGGG in BGG+G ausgeschlossen hat. 
Zur Behauptung der Hydrolyse des BGGG in BG+GG@ muss 
jedoch die andere Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass die 
Hydrolyse in B + GGG werde stattfinden koénne. Diese Frage 
seheint mir unentschieden geblieben zu sein. Kazama hat diese 
Hydrolysenweise bloss unwahrscheinlich genannt, weil das ent- 
standene GGG bedeutend langsamer als GG angegriffen wurde 
(S. 172, Tabelle I). Man sieht aber aus dieser Tabelle, dass 21% 
GGG schon in 60 Minuten gespalten werden konnten. Uber seine 
Versuche mit dem Darmschleimhautextrakt (S. 174, Tabelle [X u. 
XII) kann man gleiches aussagen. Die Versuche mit dem Pan- 
kreasextrakt (S. 173, Tabelle VIII) zeigen, dass dieser Extrakt 
das BGGG nicht spalten konnte, und es handelt sich gar nicht 
um meine Dipeptidopeptidase. 

Hinsichtlich der Bemerkung von Kazama, dass die Dipeptido- 
peptidase, die nach dem abgestuften Reinigungsverfahren von 
der Dipeptidase und von den BG sowie BGG spaltenden Fermenten 
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getrennt worden war, tiberhaupt schwacher als der originelle 
Glyzerinextrakt auf BGG wirksam war, sage ich nur folgendes: 
Herr Kazama, der sich schon lange mit den Fermentstudien 
beschaftige, miisste seither sicher erfahren haben, dass die 
Wirksamkeit des Ferments wahrend des nicht einfachen Reini- 
gungsverfahrens unvermeidlich mehr oder weniger herabgesetzt 
wird. Die Dipeptidopeptidase wird in dem originellen Extrakt 
von der Dipeptidase sowie der Hippurikase begleitet ; die schnellere 
Befreiung des Van Slyke-N durch den unbehandelten Extrakt als 
durch das gereinigte Ferment kann teils darauf zuruckgefthrt 
werden. Herr Kazama will ausserdem unter H».S-Wirkung 
begriffmassig eine Aktivierung der Dipeptidopeptidase annehmen. 
Ob die Aktivitiit dieses Ferments iiberhaupt durch HS gesteigert 
werden kann, wurde noch nicht untersucht. Bei dem zweiten 
Verfahren zur Herstellung der Dipeptidopeptidase wurde die H2S- 
Behandelung eigentlich darum ausgefiihrt, die hartnackig be- 
gleitende Dipeptidase zu inaktivieren. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DEN PARTIELLEN 
ABBAU DER PROTEINE. 


V. Mitteilung. Partielle Spaltung der Gelatine durch 
aufeinanderfolgende Anwendung von Natronlauge 
und Salzsdure. 


VON 


HIROSHI MIDZUNO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
zu Nagasaki. Vorstand: Prof. Dr. T. Uchino.) 


(Hingegangen am 9. September 1941) 


HINLEITUNG. 


In friiheren Mitteilungen von Uchino (1934), Kunishige 
(1937), Konuma (1938) und Otzuji (1940) ist iiber Versuche 
berichtet worden, die sich mit dem partiellen Abbau verschieden- 
artiger Proteine beschaftigten. Diese Arbeiten hatten gemein- 
schaftlich den Zweck, durch die stufenweise ausgefiihrte Spaltung 
der Proteine eine nahere Auskunft tiber die chemische Konstitution 
dieses hochkompliziert gebauten Stoffes zu erlangen. Es wurden 
einerseits die mit dem Fortschreiten der unter wechselnden Ver- 
suchsbedingungen ausgefiihrten Spaltungen der Proteine erfolgen- 
den Veranderungen der Bindungsart der Aminosduren zeitlich 
verfolet, anderseits wurde das Mengenverhiltnis der bei der Auf- 
spaltung sich bildenden Peptide, Diketopiperazine und freien 
Aminosduren miteinander verglichen. Aus eimer Fille von 
Resultaten derartiger Versuchsreihen wurde der Schluss gezogen, 
dass die durch Einwirkung von Sauren oder Alkalien bewerk- 
stelligte Aufspaltung der Proteine folgenderweise vor sich geht: 
Zuerst werden die Proteine nur unter Hydrolyse, und zwar bei 
Gegenwart einer geniigenden Menge Wassers, gespalten, indem 
ihre langen Polypeptidketten zu einfacheren Peptiden zerlegt 
werden, und die in dieser Weise auftretenden Peptide wandeln 
sich dann einerseits durch weitere Hydrolyse in freie Aminosduren 
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anderseits durch Anhydrisierung in Diketopiperazine um, welche 
unter geeigneten Versuchsbedingungen sich in betrachtlicher 
Menge bilden konnen. 

Es scheint uns in diesem Zusammenhang von Interesse den 
stufenweisen Proteinabbau unter noch anderen Versuchsbedingun- 
gen weiterzufiihren, damit wir einen weiteren Hinblick in den 
Ablauf der Proteinspaltung gewinnen zu kénnen. In der vor- 
liegenden Untersuchung wurde also die Gelatine zuerst mit 
Natronlauge oder Salzsiéure verschiedener Konzentration bei 100° 
behandelt und dann das so erhaltene Hydrolysat bei saurer, 
alkalischer oder neutraler Reaktion auf 170° weiter erhitzt. Der 
durch diese aufeinanderfolgende Einwirkung sowohl durch Saure 
als auch durch Alkali erfolgende Fortschritt der Gelatinespaltung 
wurde in der schon in den friiheren Arbeiten beschriebenen Weise 
zeithch verfolet, die auftretenden Spaltprodukte in eine Reihe 
von Fraktionen getrennt und die letzteren in bezug auf ihre 
chemische Zusammensetzung und ihr Mengenverhaltnis miteinander 
verglichen. ; 

Die fur den Versuch verwendete Gelatine war von Merck. 
Es enthielt 10,97 Proz. Wasser und 14,00 Proz. Stickstoff (auf 
wasserfreie Substanz berechnet 15,72 Proz.). 


I. Spaltung der Gelatine mit Verdiinnter Natronlauge 
und Salzsiure ber 100°. 


a. Spaltung mit verdiinnter Natronlauge. 


Zuerst wurde der zeitliche Verlauf der Hydrolyse der Gelatine 
mit Hilfe verdiinnter Natronlauge bei 100° verfolgt. Je 5¢ 
Gelatine wurden in 20cem Wasser unter Erwirmen aufgelost. 
Die Losungen wurden dann mit je 5cem von 10,0, 5,0, 3,5, 2,5 
oder 1,0 n-Natronlauge, welche vorher auf 100° erwarmt waren, 
versetzt und gut umgertihrt. Die Konzentrationen der Natron- 
lauge der so hergestellten Versuchslésungen betrugen 2,0, 1,0, 0,7, 
0,5 oder 0,2 normal. Die Lésungen wurden auf einem kochenden 
Wasserbade, mit einer Glasglocke bedeckt; auf 100° erhitzt. Nach 
je 1 stiindigem Erhitzen wurde eine Probe des Reaktionsgemisches 
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entnommen und das Erhitzen fortgeftihrt. Die Proben wurden 
mit Wasser verdiinnt und mit 0,1 »-Salzsiiure unter Verwendung 
von Methylrot als Indikator neutralisiert. In diesen Lésungen 
wurde, es auf Biuret-, Sasakische Carbonyl- und Sakaeuchi- 
Webersche Argininreaktion gepriift und der Gesamt-, Amino- und 
Ammoniakstickstoff bestimmt. Der Gasamtstickstoff wurde mittels 
Mikrokjeldahlmethode, der Aminostickstoff nach Linderstrém- 
Lang und das Ammoniak nach Folin bestimmt. Die Versuchs- 
ergebnisse sind in Tabelle I und Fig. 1 zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Spaltung der Gelatine mit verdiinnter Natronlauge bei 100°. 


a. Spaltung der Gelatine mit 2,0 n-Natronlauge bei 100°. 


Versuchs- are fe Sse Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
Come Gesamt-N | Gesamt-N_ | Ammoniak-N) reaktion| reaktion | reaktion 
dl 57.20 4.37 59.81 tit + ae 
2 64.42 4.48 67.42 +t a + 
3 70.36 4.23 73.45 He = = 
+ 73.03 4.09 76.14 + + zs 
5 74.23 3.33 76.79 + ob = 
6 75.84 2.43 17.73 + aa = 
7 76.43 2.34 78.25 aE + me 
8 80.11 | 1.58 81.41 fie + oe 


b. Spaltung der Gelatine mit 1,0 n-Natronlauge bei 100°. 


Versuchs- ey ee ace ae Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
dauer |Gesamt-N| Gesamt-N | Ammoniak-N| yeaktion | reaktion | reaktion 
(Stunden)|  proz, Proz. Proz. 
Al 38.06 1.63 38.69 tit + ++ 
2 43.18 1.90 44.01 tit SP + 
3 44.72 USC 45.53 Ht Se Ele 
4 45.53 1253 46.25 tHe se ei 
5 46.39 1.47 47.10 tHe + ate 
6 47.97 1.44 48.68 Ht + pi 
7 48.40 1.41 49.07 tt + St 
8 48.50' 1.40 49.17 tt + 35 
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c. Spaltung der Gelatine mit 0,7 n-Natronlauge bei 100°. 
Amino-N |Ammoniak-N| Amino-N 3 Sees 
Versuchs- ae Baas zum Non- | Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
dauer |Gesamt-N | Gesamt-N |Ammoniak-N| reaktion|reaktion | reaktion 
(Stunden)) pyoz. Proz. Proz, 
a) 27.56 1.83 28.05 ttt +t tit 
2 31.43 2.04 32.07 tt + tt 
3 32:03 1.85 32.63 Ht he tit 
4 3377 1.83 34,40 tt +t tit 
5 33.14 1.65 33.70 tit + tit 
6 32.87 1.67 33.44 ttt Ht Ht 
7 33.67 1.28 34.10 tt + tte 
8 33.19 1.28 33.62 tit Si ++ 
d. Spaltung der Gelatine mit 0,5 n-Natronlauge bei 100°. 
Amino-N | Am iak-N}| Amino-N 
Versuchs- ee cae man ie Biuret- |Carbonyl-) Arginin- 
dauer /Gesamt-N| Gesamt-N | Ammoniak-N| + i ti ; 
é é ‘eaktion | reaktion | reaktion 
(Stunden))  proz, Proz. Proz. 
1 20.46 0.44 20.56 Ht Ht tt 
2 23.36 0.49 23.43 ttt +H silt 
3 24.35 0.59 24.50 tit + Sita 
4 23.30 0.42 23.40 ttt + sit 
6 23.57 0.82 23.77 tit + fe 
6 24.12 0.82 24.40 th ++ dt 
7 22.19 0.71 22.49 tt rts SE 
8 23.16 0.81 23.35 Hh + Ht 
e. Spaltung der Gelatine mit 0,2 n-Natronlauge bei 100°. 
Amino-N | Ammoniak-N| Amino-N ; | 
ee iO) Pai zum Non- | Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
auer iGesamt-N | Gesamt-N |Ammoniak-N reaktion | reakti ‘ . 
RS __Proz. Proz. Proz. ol. igs Be 
il 11.49 0.03 11.49 at tt itt 
2 12.08 0.39 12a tit tae ttt 
3 12.40 0.32 12.44 Ht “He ttt 
4 12.51 0.00 12:51 tit -H- Ht 
5 13.25 0.59 13133 ttt tt tt 
6 13.09 0.41 13.14 tt + ait 
7: 13.26 0.89 13.32 tt tt Ht 
8 13.72 0.18 13.74 tt Ht sit 
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Fig. 1. 


Spaltung der Gelatine mit verdiinnter Natronlauge bei 100°. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 


80 2.0 n-NaOH 


n-NaOH 


n-NaOH 
n-NaOH 
n-NaOH 


n-NaOH 
n-NaOH 


Erhitzungsdauer (Stunden) 


Aus Tabelle I ist zu ersehen, dass die mit konzentrierterem 
Alkali behandelten Losungen mit der Zeit zunehmend schwachere 
Biuretreaktion geben. Allerdings bleibt sie auch im Falle der am 
tiefsten herbeigeftihrten Spaltung erhalten, bei welcher der Amino- 
stickstoff 70-80 Proz. des Gesamtstickstoffes erreicht hat. Die 
Argininreaktion verschwindet beim Erhitzen in stark alkalischer 
Reaktion vollsténdig. Ohne Zweifel beruht dies auf der Zerset- 
zgung der Guanidingruppe. Die Carbonylreaktion tritt bei der 
Spaltung in stark alkalischer Losung sehr schwach ein, wahrend 
sie sich bei der mit geringeren Alkalikonzentrationen zunehmend 
stirker zeigt. Uber die Natur dieses Carbonylreaktion gebenden 
Produktes, das sich bei der Alkalibehandlung der Gelatine bildet, 
wird an einer spateren Stelle berichtet. , 
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b. Spaltung mit verdiinnter Salzsaure. 

Der Verlauf der Gelatinespaltung durch verdiinnte Salzsaure 
verschiedener Konzentration wurde dann bei 100° zeitlich verfolgt. 
Die Versuchsmethodik war die gleiche wie im vorangehenden 
Versuch. Nur wurde 2,0, 1,0, 0,7, 0,5 und 0,2 n-Salzsaure ver- 
wendet an Stelle der entsprechenden Natronlauge. Die Resultate 
sind in Tabelle II und Fig. 2 zusammengestellt. 


TABELLE II. 


Spaltung der Gelatine mit verdiinnter Salzséure bei 100°. 


a. Spaltung der Gelatine mit 2,0 n-Salzsiure bei 100°. 


(Stunden) Fegan Gegamt-N ee reaktion | reaktion | reaktion 
roz. Proz. IPTOzE 
al 43.08 4.98 46.49 ttt a5, tt 
2 47.69 4.72 50.07 + = +t 
3 51.96 4.61 54.48 i = +t 
4 54.69 4.98 57.55 + =o ++ 
5 58.25 4.86 61.22 + as “il 
6 61.05 5.19 64.39 ar et ue 
is 62.62 5.33 66.15 + ats + 
8 63.34 5.34 66.91 a zis ate 
b. Spaltung der Gelatine mit 1,0 n-Salzsiure bei 100°. 
Ue june ae eae ae Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
(Soundem Gesamt-N | Gesamt-N | Ammoniak-Nj| reaktion| reaktion | reaktion 
Proz. Proz, Proz. 
1 25.25 4.65 26.49 Ht Ets ++ 
2 32.15 4.68 3308 tit ae + 
38 37.53 4.70 39.39 + 25) ai 
4 39.61 4.78 41.60 ++ a2 ao 
5 40.69 4.70 42.71 ++ a tt 
6 43.55 4.75 45.73 + an + 
if 43.89 4.77 46.10 + ae Bie 
8 44.53 : 4.74 46.74 +e Se Ae 
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e. Spaltung der Gelatine mit 0,7 n-Salzsaure bei 100°. 
Amino-N | Ammoniak-N| Amino-N F ads 
Versuchs- iia wabhin mum, Non= Biuret- |Carbonyl-) Arginin- 
Cunt cod prea! pease reaktion | reaktion |reaktion 
i! 20.97 4.64 22.00 tHe a th 
2 25.01 4.61 26,21 +t aie +t 
5 28.00 4.74 29.40 ++ ae + 
4 29.56 : 4.62 30.99 ++ eis ++ 
5 31.16 4.63 32.44 air ac: +t 
6 32.28 4.63 33.86 + ats ++ 
7 33.44 4.78 abs oh eis air 
8 34.12 4.60 35.77 af aS + 
d. Spaltung der Gelatine mit 0,5 n-Salzsiiure bei 100°. 
Versuchs- eee ee a pos ie Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
dauer |Gesamt-N| Gesamt-N | Ammoniak-N| reaktion|reaktion | reaktion 
(Stunden) | pyoz, Proz. Proz. 
1 14.50 4.47 15.17 th ete te 
2 18.67 4.30 TOS )oste as tHe 
3 20.30 4.54 21.25 +h a5 tt 
4 21.54 4.40 22.538 +t ate ttt 
5 22.51 4.43 23.56 ane cay tHe 
6 24.03 4.66 25.20 ++ a5 ttt 
7 24.26 4.38 25.37 +h ate tt 
8 24.65 4.51 28.83 th ae tit 
e. Spaltung der Gelatine mit 0,2 n-Salzsiure bei 100°. 
Versuchs- a eee as ese aad Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
dauer |Gesamt-N| Gesamt-N |Ammoniak-N] reaktion| reaktion | reaktion 
(Stunden) | ~ pyoz, Proz. Proz. 
i 11.60 4.23 12.12 +t ale Ht 
2 11.74 4.30 12.27 sit ar, tit 
3 12.82 4,28 13.40 +h ae, tt 
4 12.58 4.19 ilayalss +t a5 ttt 
5 12.95 4.25 13.53 ate =e tte 
6 12.29 4.21 12.83 + a5 tHe 
7 12.29 4.27 12.84 +h =e ttt 
8 12.54 3.99 13.05 +h = Ht 
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Fig. 2. 


Spaltung der Gelatine mit verdiinnter Salzséiure bei 100°. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 


70 

2.0 n-HCl 
60 
50 

1.0 n-HCl 
40 

0..7 n-HCl 
30 

0.5 n-HCl 
20 rch coat agieeie eee oh tae 
“A ——— a 0) 2-H 


Ammoniak-N zum Gesamt-N Proz. 


2.0 n-HCl 
-2 n-HCl 


0 1 2 3 4 5 6 ee 


Erhitzungsdauer (Stunden) 


Aus der Tabelle wird es klar, dass die Biuretreaktion, ganz 
ebenso wie im Falle der Alkalispaltung, auch hier mit der Zeit um 
so schwacher ausfallt, je konzentrierter die zur Hydrolyse ver- 
wendete Sdiure ist. Ferner verschwindet diese Reaktion auch in 
demjenigem Falle nicht, in dem die Hydrolyse durch konzentrier- 
tere Saure am tiefsten erfolgt ist. Die Argininreaktion zeigt sich. 
stark positiv und wird durch Erhitzen mit konzentriertere Siure 
nur in geringem Grade beeintrachtigt. Die Carbonylreaktion 
verhalt sich etwas anders als bei der Alkalihydrolyse. Dort trat 
die Reaktion bei der Spaltung mit verdiinnterem Alkali missig 
stark ein, wahrend sie sich hier in allen Fallen kaum erkennen 
lasst, welches auch die Konzentration der zur Hydrolyse ver- 
wendeten Saure sei. 
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IT. Behandlung von. Gelatinehydrolysat in Alkalischer, 
Neutraler oder Saurer Lésung bei 170°, Welches 
Durch 3 Stiindige Spaltung mit Verdiinnter 
Natronlauge bei 100° Erhalten Wurde. 


Die Gelatine wurde zuerst mit Hilfe verdiinnter Natronlauge 
3 Stunden bei 100° gespalten, das so erhaltene Abbauprodukt 
sodann in alkalischer, neutraler oder saurer Losung bei 170° 
behandelt und der Verlauf der Hydrolyse zeitlich verfolgt. 


a. Behandlung von Gelatinehydrolysat in alkalischer Lésung. 


5 @ Gelatine wurden in der schon dargelegten Weise mit der 
5) fachen Menge 1,0, 0,7 oder 0,5 n-Natronlauge 3 Stunden auf 100° 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Lésung mit 5 n-Salzsdure 
neutralisiert, mit 5cem 1,5 n-Natronlauge versetzt und in einem 


Fig. 3. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Natronlauge bei 170°, 
welches durch 8 stiindige Spaltung mit verdinnter 
Natronlauge bei 100° erhalten wurde. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 
70 


60 


50 


Glenze der 


40 Yr ——>~  Biuretreaktion. 
we 
Lyi 
fe ’ 
3057 / ¥ 
/ —— 1.0 n-NaOH 
Ii 0.7 n-NaOH 
eo SRS 0.5 n-NaOH 


0 2.5 5 7.5 10 12,5 
—> Erhitzungsdauer (Stunden) 
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TABELLE III. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Natronlauge bet LO, 


a. 


welches durch 


Natronlauge bei 100° erhalten wurde. 


8 stiindige Spaltung mit verdinnter 


Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 
Behandlung mit 1,0 n-Natronlauge. 


re} | Amino-N | Ammoniak-N| Amino-N iat th A doe 
\ eee are aes RO Biuret- |Carbonyl-| Arginin 
a Ae ) Gesamt-N | Gesamt-N | Ammoniak-N| reaktion| reaktion | reaktion 
(Stunden Proz. Proz. Proz. 
0.0 40.84 5.37 43.16 te ais +r 
2.5 45.57 7.80 49.41 a + pies 
5.0 53.71 5.94 57.10 = “He ale 
7.5 57.93 4,23 60.47 = aye ae 
10.0 62.01 5.48 65.57 = ++ = 
12.5 58.19 6.49 62.23 = ane = 
b. Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Natronlauge. 
Versuchs- Amino-N | Ammoniak-N ee Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
Alacer zum. zum zum Non- ; : > 
Gesamt-N | Gesamt-N |Ammoniak-N| reaktion|reaktion | reaktion 
(Stunden) 
Proz. Proz. Proz. 
0.0 27.75 4.08 28.94 +h eis Ht 
2.5 38.18 7.30 41.15 ats te +t 
5.0 48.33 6.85 51.89 = ats a 
eo 53.07 4.86 55.77 — te as 
10.0 55.97 3.04 57.72 = tt a5 
12.5 58.20 3.74 60.45 = ae = 
c. Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Natronlauge. 
ae Amino-N ; Ammoniak-N| Amino-N at | oe 
bese aoe eit PaiNone Biuret- |Carbonyl-) Arginin- 
Gesamt-N | Gesamt-N | Ammoniak-N| reaktion|reaktion | reaktion 
(Stunden) P 
Yoz. Proz. ‘Proz. 
0.0 17.65 3.24 18.24 +t ste tt 
25 OPAL 7.19 40.17 aF ae tit 
5.0 45.53 7.24 49.07 = + + 
To) 52.85 5.10 55.71 _ + oe 
10.0 55.38 5.19 58.38 = ae as 
12.5 57.09 5.98 60.71 = tt a, 
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Messkolben mit Wasser auf 50 ccm gefiillt. Die Konzentration der 
Natronlauge in dieser Lésung ist somit 0,15 normal. Nachdem 
eine Probe entnommen wurde, wurde die Lésung in eine Druck- 
flasche eingebracht und im Autoklaven auf 170° erhitzt. Nach 
21% stiindigem Erhitzen wurden weitere Proben entnommen. Die 
Proben wurden in der schon oben erdrterten Weise mit 0,1 n-Salz- 
saure neutralisiert, auf Biuret-, Carbonyl- und Argininreaktion 
gepruft, und der Gesamt-, Amino- und Ammoniakstickstoff 
bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle III und Fig. 3 wieder- 
gegeben. 


b. Behandlung von Gelatinehydrolysat in neutraler Lésung. 

Das Experiment wurde ganz in analoger Weise wie das vor- 
angehende ausgefiihrt. Nur wurden die mit verdiinnter Natron- 
lauge vorangehend behandelten Produkte, nach der Neutralisation, 
mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt und die so erhaltenen neutralen 
Losung ‘diesmal auf 170° erhitzt. Die Resultate sind in Tabelle 
IV und Fig. 4 aufgezeichnet. 

Fig. 4. 
Behandlung von Gelatinehydrolysat in neutraler Losung bei 170°, 


welches durch 3 stiindige Spaltung mit verdinnter 
Natronlauge bei 100° erhalten wurde. 


Amino-N zum 
Gesamt-N Proz. 


os 


Grenze der Biuretreaktion. 


30 / 
ee a EEO a! 
eee 0.7 n-NaOH 
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Ammoniak-N zum Gesamt-N Proz. 


0 Tee. 2 Eby «10> UG 
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TABELLE IV. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat in neutraler Losung bet L776", 
welches durch 3 stiindige Spaltung mit verdiimnter Natronlauge 


bei 100° 


erhalten wurde. 


a. Spaltung in neutraler Losung nach vorangegangener 
Behandlung mit 1,0 n-Natronlauge. 


aac ape Ree peek to vieonbais sepia, edsieiry, 
(eiahden) Gesamt-N | Gesamt-N | Ammoniak-N] reaktion]} reaktion | reaktion 
Proz, Proz. Proz. 
0.0 46.43 5.14 48.96 ans as +t 
2.5 44.40 10.57 49.64 = ++ ++ 
5.0 47.28 8.63 51.75 = +h + 
(hs 49.48 7.41 53.43 = ++ 35 
10.0 49,32 7.72 53.46 — tt 25 
12.5 46.68 8.06 50.43 = tt a 
b. Spaltung in neutraler Losung nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Natronlauge. 
eee prea aa ng Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
(Stunden) ee Gesamt-N |Ammoniak-N| reaktion| reaktion | reaktion 
roz. Prog, Proz. 
0.0 29.84 3.46 30.89 + ae sth 
25 39.19 8.57 42.84 + ++ ane 
5.0 42.52 9.19 46.80 = ++ Hee 
7.5 45.87 8.51 50.16 = tits ++ 
10.0 43.82 8.08 47.69 = +t a 
12.5 43.08 7.69 46.66 = +t ap 
ce. Spaltung in neutraler Lésung nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Natronlauge. 
i aes paras nage pce Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
(Stunden) Gesamt-N} Gesamt-N |Ammoniak-N] reaktion| reaktion | reaktion 
Proz. Proz. Proz. 
0.0 21.99 3.33 22.75 +h ate Ht 
2.5 34.18 8.85 37.47 ae + tit 
5.0 41.59 9.95 46.19 =e +H He 
(35) 45.14 9.63 49.96 = +h tte 
10.0 38.37 8.09 41.76 = tHe ate 
12.5 38.67 6.79 41.49 = tte ane 
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c. Behandlung von Gelatinehydrolysat in saurer Lésung. 


Die Versuchsmethodik ist die gleiche wie im Versuch a. Nur 
wurde an Stelle von 1,5 n-Natronlauge 1,5 n-Salzsiure verwendet, 
damit das Erhitzen im Autoklaven in 0,15 n-Salzsiurelésung aus- 
geftthrt werden kann. Die Ergebnisse sind in Tabelle V und 
Fig. 5 zusammengestellt. 


Fig. 5. 
Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Salzsdure bei 170°, 


welches durch 3 stindige Spaltung mit verdiinnter 
Natronlauge bei 100° erhalten wurde. 
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Gesamt-N Proz. 
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Aus den Tabellen [II-V und Fig. 3-5 geht hervor: 


1. Wenn die Gelatine vorangehend 3 Stunden lang bei 100° 
mit verdiinnter Natronlauge hydrolysiert und dann in alkalischer, 
neutraler oder saurer Losung auf 170° weiter erhitzt wird, so geht 
die zuvor stark ausfallende Biuretreaktion in kurzer Zeit verloren. 
Es zeigte sich ferner, dass je konzentrierter die zur Vorbehandlung 
verwendeten Natronlauge ist, desto friiher verschwindet die Reak- 
tion, 

2. Das Umegekehrte gilt fiir die Carbonylreaktion. So tritt 
die anfangs dusserst schwache Carbonylreaktion mit der Zeit 
zunehmend stirker auf, und zwar.in dem Masse wie die Biuret- 
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TABELLE VY. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Salzséure bei 170°, 
welches durch 8 stiindige Spaltung mit verdinnter 
Natronlauge bei 100° erhalten wurde. 


a. 


Behandlung mit 1,0 n-Natronlauge. 


Spaltung mit 0,15 n-Salzsdure nach vorangegangener 


A en pe Saas ramen ree Cee a 
(Stunden) Gesamt-N Gesxmt-N Ammomiak-N reaktion | reaktion | reaktion 
Proz. Proz. Proz. 
0.0 39.91 5.03 42.03 +h = +h 
2.5 33.10 12.78 37.96 = a0 abe 
5.0 36.64 14.55 42.86 = +t = 
7.5 35.18 15.42 41.58 = ++ ate 
10.0 37.41 16.64 44,90 = +h ae 
125) 39.78 18.81 49.00 = +h ets 
b. Spaltung mit 0,15 n-Salzsaure nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Natronlauge. 
Versuehs- | Amie |AmmoniakN) Amine | Binet: [Caxbonyl|Arginin 
(Simaden) Gesamt-N| Gesamt-N |Ammoniak-N]| reaktion| reaktion | reaktion 
Proz. Proz. Proz. 
0.0 27.70 4.28 28.94 +t 25 Ht 
25 28.06 12.28 - 32.00 + + tt 
5.0 32.01 13.09 36.83 — ++ +h 
(hess 31.32 14.43 36.59 = ++ ae 
10.0 31.64 15.46 37.44 = tt oF 
12.5 35.40 16.37 42.30 = + + 
¢. Spaltung mit 0,15 n-Salzsiure nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Natronlauge. 
1 
Amino- mmoniak- ino- : ae 
peetene ak wae oe = seer Biuret- |Carbonyl- Arginin- 
(Stunden) Gesamt-N| Gesamt-N |Ammoniak-N| reaktion| reaktion | reaktion 
IPNOZ. Proz. Proz. 
0.0 19.36 Sui 20.95 Shi BE) tit 
2.5 26.08 10.30 29.07 a ane itt 
5.0 29.82 11.91 33.84 - the +t 
1.5 29.87 12.86 34.28 = ++ tt 
10.0 31.59 14.18 36.82 = ++ +t 
12.5 33.26 14.46 38.90 = ++ ais 
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reaktion sich abschwicht. 

3. Aus dem Vergleich ‘yon Fig. 3-5 ergibt sich, dass, wenn 
das Gelatinehydrolysat in alkalischer Lésung weiter auf 170° 
erhitzt wird, sich eine weitere stetige Zunahme des freien Amino- 
stickstoffes erkennen lisst, waihrend der letztere bei der Spaltung 
in neutraler baw. saurer Lésung zunichst ein Absinken zeigt, um 
darauf, insbesondere im Falle der Saéurespaltung, die Neigung 
aufzuweisen, mehr einen horizontalen Verlauf zu nehmen. 

Es war schon in friiheren Mitteilungen mehrmals davon die 
Rede, dass die Proteine unter der Hinwirkung von Saure oder 
Alkali zuerst unter Wassereintritt zu Peptiden hydrolysiert werden, 
welche danach entweder durch weitere Hydrolyse zu freie Amoni- 
sauren zerlegt oder unter Wasseraustritt in Diketopiperazine ver- 
wandelt werden. Die oben dargelegte Umstinde—das Verhalten 
der Biuret- und Carbonylreaktion, sowie der Verlauf der Amino- 
stickstoffkurven—besagen wohl, dass, wenn die Gelatine veran- 
gehend mit verdiinnter Natronlauge bei 100° aufgespalten wird, 
als Abbauprodukte vorwiegend Peptide und Aminoséuren zum 
Vorschein kommen, wahrend Diketopiperazine stark zuriicktreten ; 
erhitzt man das so erhaltene Hydrolysat sodann bei alkalischer, 
neutraler oder saurer Reaktion weiter auf 170°, so findet in 
betrachtlichem Masse die Umwandlung der Peptide in Anhydride 
statt. Dies hat zur Folge, dass die zuvor stark wahrzunehmende 
Biuretreaktion der Hydrolysenfliissigkeit sofort verschwindet, um 
der Carbonylreaktion Platz zu machen. Aus dem mehr horizontalen 
Verlauf der Aminostickstoffkurven, der sich beim Erhitzen yon 
Gelatinehydrolysat in saurer und neutraler -Losung, insbesondere 
im ersten Falle, beobachten lasst, ist zu vermuten, dass in diesen 
Fallen mehr Anhydride gebildet werden als bei der Behandlung 
in alkalischer Loésung. Dass diese Vermutung wirklch zutrifft, 
ist in weiter unten zu erwahnenden Versuchen gezeigt. 


II. Behandlung von Gelatinehydrolysat in Alkalischer, 
Neutraler oder Saurer Losung bei 170°, Welches 
Durch 3 Stiindige Spaltung nit Verdinnter 
Salzsdure bei 100° Erhalten Wurde. 
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Die Versuchsmethodik war die gleiche wie im vorangehenden 
Kapitel. Nur wurde die Gelatine zuerst mit 1,0, 0,7 oder 0,5 n- 
Salzsiiure 3 Stunden lang bei 100° hydrolysiert, das so erhaltene 
Hydrolysat danach in alkalischer, neutraler oder saurer Losung 
auf 170° weiter erhitzt und der Verlauf der Spaltung zeitlich 
verfolgt. Die Resultate sind in den Tabellen VI-VIII und Fig. 
6-8 angegeben. 


Fig. 6. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Natronlauge bei 170°, 
welches durch 3 stiindige Spaltung mit verdiinnter 
Salzsdure bei 100° erhalten wurde. 
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Aus Tabellen VI-VIII und Fig. 6-8 ergibt sich, dass die fort- 
gesetzte Spaltung von Gelatinehydrolysat bei alkalischer, neutraler 
oder saurer Reaktion in ganz gleicher Art vor sich geht wie bei 
dem mit verdtinnter Natronlauge vorbehandelten Falle. So geht 
die zuvor stark positiv ausfallende Biuretreaktion alsbald verloren, 
wahrend an deren Stelle die zunachst schwache Carbonylreaktion 
mit der Zeit immer starker auftritt. Auch der Verlauf der Amino- 
stickstoffkurven verhalt sich ganz in gleicher Weise wie dort. Also 
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Fig. 7. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat in neutraler Lésung bei 170°, 
welehes durch 8 stiindige Spaltung mit verdiinnter 
Salzsiure bei 100° erhalten wurde. 
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Fig. 8. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,16 n-Salzsiure bei 170°, 
welches durch 8 stiindige Spaltung mit verdiinnter 
Salzséure bei 100° erhalten wurde. 
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TABELLE VI. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,16 n-Natronlauge bet On 
welches durch 2 stindige Spaltung mit verdinnter 
Salzsiure bei 100° erhalten wurde. 


a. 


Behandlung mit 1,0 n-Salzsaure. 


Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 


cu ahe. | Amino-N | Ammoniak-N| Amino-N Som + = iin ed 
ee Baa Sane zum Non-_ | Biuret- |Carbonyl-| Arginin 
(Stand ) Gesamt-N | Gesamt-N |Ammoniak-N| reaktion| reaktion | reaktion 

oes Proz. Proz. Proz. 

0.0 39.81 4.44 41.69 ote 2 Ht 

2.5 44.50 6.09 47.37 = Re Ht 

3. 47.31 6.12 50.35 = +t tt 

7.9 50.58 7.90 54.93 = ae tie 

10.0 53.43 6.28 57.03 — tt +t 

12.5 54.46 5.00 57.32 - th tite 

b. Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Salzsaure, 

cen Amino-N Ammoniak-N | Amino-N : : eat 
bee rine mati mca Nowe Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
(Seauden) Gesamt-N |} Gesamt-N | Ammoniak-N| reaktion| reaktion | reaktion 

Proz. ietoze Proz. 

0.0 29.23 4.08 30.49 atts es tit 

2.5 38.70 9.68 42.84 as ste tHt 

5.0 44.71 6.04 47.58 = oer He 

7.5 47.94 6.51 51.28 = t+ site 

10.0 49.79 5.39 52.64 = +t At 

12.5 52.77 3.94 54.95 = +t Te 

ce. Spaltung mit 0,15 n-Natronlauge nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Salzsaure. 

: : “A Amino-N | Ammoniak-N| Amino-N eae ' . = 
“ ecg ee at Sau Gis Biuret- | Carbonyi-| Arginin- 
(Simden) Gesamt-N| Gesamt-N | Ammoniak-N]| reaktion| reaktion |reaktion 

, Proz. Proz. Proz. 

0.0 21.89 4.09 22.83 tt aim tHt 

2.5 37.87 6.23 40.38 ot ++ tt 

5.0 47.81 6.32 44.62 = +h ttt 

7.5 46.52 §.338 49.16 = + tt 

10.0 49.84 3.18 51.50 = ae tr 

12.5 50.82 2.81 52.26 = tit + 
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TABELLE VII. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat in neutraler Losung bei 170°, 


welches durch 3 


stundige Spaltung mit verdiinnter 
Salzsiure bei 100° erhalten wurde. 


a. Spaltung in neutraler Lésung nach vorangegangener 
Behandlung mit 1,0 n-Salzsiiure. 
Versuchs- eee ; easel a ae Biuret- Carbonyl- Arginin- 
Gunes Gesamt-N| Gesamt-N | Ammoniak-N} reaktion| reaktion | reaktion 
Proz. Proz. Proz. 
0.0 38.32 4.47 40.11 ++ aie ++ 
2.5 37.99 9,89 42.28 = 4 | ie 
5.0 40.34 10.81 44.98 = tHe | tHe 
(GS 42.36 10.75 47.44 = nits | it 
10.0 41.10 10.91 46.13 = Ht st 
112.5 41.01 10.17 45.66 _ it | it 
b. Spaltung in neutraler Loésung nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Salzsaure. 
ee pees /Ammoniak-N aaa py Pao eo 
(onion Gesamt-N Gesamt-N poo reaktion | reaktion | reaktion 
: Proz. Proz. Proz. 
0.0 30.84 4.46 32.28 +t =e 4h 
2.5 29.86 8.01 32.49 se +t ae 
5.0 32.59 9.02 35.83 = +t Ht 
7.5 33.94 8.85 37.24 _ Ht sth 
10.0 34.06 9.60 37.67 = Ht sth 
12.5 33.59 10.09 37.37 = tt +t 
e. Spaltung in neutraler Losung nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Salzsaure. 
Nea steal oe Hit Non: eae Canhonyl Br 
Gesamt-N|} Gesamt-N |Ammoniak-N] reaktion| reaktion | reaktion 
(Stunden ) iIPTOZ: Proz. Proz. 
0.0 22.47 4.59 23.55 tt =e tt 
2.5 27.46 8.33 29.95 ae at Ht 
5.0 80.73 9.64 34.01 =ks tt He 
Tig) 33.33 10.46 37.21 = it ttt 
10.0 84.08 10.87 38.24 _ Ht te 
12.5 35.91 12.06 40.86 ae tt tit 


35 


8 


welches 


a. 


H. Midzuno: 


TABELLE VIII. 


Behandlung von Gelatinehydrolysat mit 0,15 n-Salzsiure bei 170°, 


Q 


durch 3 


Salzsiiure bei 100° erhalten wurde. 


Behandlung mit 1,0 n-Salzsdure. 


stiindige Spaltung mit verdiinnter 


Spaltung mit 0,15 n-Salzsiure nach vorangegangener 


Nope. ae aa se Oe ‘ bas ey Asaret 
(Stunden) Vesely Gesamt-N | Amaporials-1N reaktion | reaktion | reaktion 
YOZ. Proz. Proz. 
0.0 37.25 4.84 | 39.13 +t ar +t 
2.5 35.13 9.37 38.76 - tit tt 
5.0 36.52 11.24 41.13 - tit 4 
TD 37.06 12.80 42.51 = Ht Hh 
10.0 37.92 14.79 44.50 - th tit 
12.5 38.60 16.00 45.51 — Ht tt 
b. Spaltung mit 0,15 n-Salzsiure nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,7 n-Salzsaure. 
hi eet en ae ae Biuret- |Carbonyl-| Arginin- 
(Stunden) Gesamt-N |} Gesamt-N | Ammoniak-N} reaktion} reaktion | reaktion 
Proz. ierozs raz 
0.0 28.82 4.90 30.32 ait aie + 
2.5 32.91 9.18 36.23 ci +t Ht 
5.0 35.28 11.15 39.70 = Ht Ht 
7.5 36.23 12.46 41.38 — tit tt 
10.6 36.17 13.61 41.88 — tHe tie 
12.5 36.82 14.43 42.63 = tt tt 
ec. Spaltung mit 0,15 n-Salzsiure nach vorangegangener 
Behandlung mit 0,5 n-Salzsiure. 
aed Sees gS aa setae Se Biuret- |Carbonyl-) Arginin- 
(Stunden) Gece Gesamt-N | Ammoniak-N} reaktion| reaktion | reaktion 
YOz. IProz. Proz. 
0.0 21.20 4.85 22.28 + uD st 
2.5 31.10 9.53 34.38 + tit tt 
5.0 33.70 11.23 37.97 _ tt tt 
7.5 35.14 12.54 40.18 = tit tt 
10.0 35.38 13,57 40.95 - tHe tt 
12.5 36.01 14.02 37.14 - He He 
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liegt auch hier die Vermutung nahe, dass, wenn die Gelatine zuerst 
mit verdiinnter Salzsiure bei 100° aufgespalten wird, vorwiegend 
Peptide und Aminosauren als Abbauprodukte auftreten, waihrend 
beim weiteren bei 170° ausgefiihrten Abbau Anhydridbildung aus 
diesen Peptiden erfolgt. Der Verlauf der Aminostickstoffkurven 
lasst uns ferner vermuten, dass bei weiterem Erhitzen von Hydro- 
lysat in saurer bzw. neutraler Lésung sich eine gréssere Menge 
von Anhydriden bildet als bei der in alkalischer Loésung. 


IV. Die Chemische Natur der bei der Alkalibehandlung 
der Gelatine Auftretenden Carbonylreaktion 
Gebenden Substanz. 


Es wurde oben schon dargelegt, dass beim Erhitzen der 
Gelatine mit verdiinnterer Natronlauge missig starke Carbonyl- 
reaktion der Loésung auftritt, wahrend sie sich bei der Behandlung 
mit konzentrierterem Alkali oder Salzsiure nur spurenweise 
erkennen lasst. Um eine Auskunft tiber die Natur dieser Carbonyl- 
reaktion gebenden Substanz zu erlangen, wurde sie in bezug auf 
ihre Dialysierbarkeit mit derjenigen mit Pikrinséure reagierenden 
Substanz verglichen, welche bei weiterer Saurebehandlung des 
Hydrolysates im Autoklaven gebildet wird und mit Bestimmtheit 
als Diketopiperazin anerkannt ist. 

Experiment a. 5g Gelatine wurden mit 25,0 cem 0,5 n-Natron- 
lauge 3 Stunden lang auf 100° erhitzt und nach dem Erkalten 
mit verdiinnter Salzsdure neutralisiert. Die Losung, welche starke 
Biuret-, Carbonyl- und <Argininreaktion zeigt, wurde mit der 
gleichen Menge Wasser verdiinnt, in eimem Kollodiumschlauch 
eingebracht und gegen destilliertes Wasser dialysiert. Die aussere 
Fliissigkeit wurde zweimal taglich erneuert. Nach je 24 Stunden 
wurden die Liésungen innerhalb und ausserhalb des Schlauches 
auf Biuret-, Carbonyl- und Argininreaktion gepriift. Die Dia- 
lysate wurden vor der Untersuchung auf ein bestimmtes Volumen 
eingeengt. 

Experiment b. Anderseits wurden 5g Gelatine gleichfalls 
mit 0,5 n-Natronlauge 3 Stunden auf 100° erhitzt. Das Erhitzen 
wurde sodann in 0,15 n-Salzséurelosung 5 Stunden bei 170° fort- 
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gesetzt. Die so erhaltenen Hydrolysate, in denen die Pikrimsaure- 
aktion gebende Substanz sich in Gestalt von Diketopierazin be- 
findet, wurden neutralisiert, in der oben erwahnten Weise in 
einem Kollodiumschlauch dialysiert und die Farbenreaktionen der 
Loésungen innerhalb und ausserhalb des Schlauches untersucht. 


TABELLE LX, 


a. 5g Gelatine mit 0,5 n-Natronlauge 3 Stunden bei 100° hydrolysiert. Nach 
der Neutralisation in einem Kollodiumschlauch dialysiert. 
Haas a Innen (Dialysant) Aussen (Dialysat) 
aa Biuret- Carbonyl- Arginin- Biuret- Carbonyl- Arginin- 
= reaktion | reaktion | reaktion | reaktion | reaktion | reaktion 
0 tt ttt ttt 
al cits ate tt | ate + Ht 
2 ae a5 ae | as ek th 
3 — = + eis ae + 
4 = = ete = as ae 
5 = = Ss = = ste 
6 — = 2 = es = 


b. 5g Gelatine zuerst mit 0,5 n-Natronlauge 3 Stunden bei 100° hydrolysiert, 
sodann mit 0,15 n-Salzsiiure 5 Stunden auf 170° erhitzt. Nach der 
Neutralisation in emem Kollodiumschlauch dialysiert. 


Aton os Innen (Dialysant) Aussen (Dialysat) 
Gee Biuret- | Carbonyl- Arginin- Biuret- Carbonyl- Arginin- 
reaktion | reaktion | reaktion | reaktion | reaktion | reaktion 
0 = ++ tte 
1 = = ane = + 4th 
2 = = ete = = aie 
3 = = a = pees = 


Aus Tabelle [X ist zu ersehen, dass die Diketopiperazine im 
Stande sind, sehr schnell die Membran zu passieren, wihrend die 
bei der Alkalibehandlung der Gelatine gebildete Carbonylreaktion 
gebende Substanz nur langsam nach aussen durehzugehen vermag. 
Hs ist also anzunehmen, dass es sich hier nicht um Diketopiperazine, 
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sondern um die Bildung eines héhermolekularen Stoffes handelt, 
der auf Pikrinsadure reagieren kann. 


V. Fraktionerung der Abbauprodukte der Gelatine. 


Es wurde in den vorangehenden Kapiteln die Vermutung 
geaussert, dass bei der Autoklavenbehandlung des Gelatinehydro- 
lysates in saurer Losung sich eine gréssere Menge von Anhydriden 
bildet als bei der in alkalischer. Um den Nachweis dafiir zu 
erbringen ist es notwendig das Mengenverhidltnis der Diketo- 
piperazine, Peptide und Aminosaduren in den Abbauprodukten 
klar zu stellen. Hierzu wurde je 50¢@ Gelatine zunichst mit 
verdunnter Natronlauge oder Salzsiure 3 Stunden lang bei 100° 
hydrolysiert und anschliessend daran bei alkalischer oder saurer 
Reaktion 5 Stunden auf 170° erhitzt. Die so erhaltene Abbau- 
produkte wurden dann in der in unseren friiheren Mitteilungen 
angegebenen Weise in verschiedene Fraktionen getrennt und ihre 
Menge und chemische Zusammensetzung ermittelt. Nachstehend 
ist als Beispiel das Ergebnis der Fraktionierung derjenigen Ab- 
bauprodukte dargelegt, welche beim Abbau mit 0,7 n-Natronlauge 
bei 100° und danach mit 0,15 n-Salzsiure bei 170° entstehen 
(Tabelle X). 

50 ¢ Gelatine wurden in 200cem Wasser unter Erwarmen 
aufgelost und mit 50 ¢em 3,5 n-Natronlauge versetzt. Die Losung 
wurde auf einem kochenden Wasserbade unter der Glasglocke auf 
100° erhitzt. Nach 3 Stunden wurde die Losung abgektihlt, nach 
der Neutralisation mit 50cem 1,5 n-Salzsaure versetzt und mit 
Wasser auf 500 cem aufgefiillt. Die so erhaltene saure Fliissig- 
keit wurde dann im Autoklaven 5 Stunden lang auf 170° erhitzt. 
Das nunmehr abiuret gewordene, stark fluoleszierende Hydrolysat 
zeigte miassig starke Carbonyl- und Argininreaktion. Es wurde 
von der geringen Menge des schwarzbraunen Niederschlages 
abfiltriert und vorsichtig mit 1,0 n-Natronlauge neutralisiert. Die 
Losung wurde dann bei 40° unter vermindertem Druck auf etwa 
100 cem eingeengt und im Fliissigkeitsextraktor nach Kumagawa- 
Suto 45 Stunden mit Hssigither erschopft. Der Essigatherauszug 
(Fraktion A) stellte nach dem Verjagen des Losungsmittels einen 
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gelbbraunen Syrup dar und zeigte starke Carbonylreaktion, 
dagegen aber weder Biuret- noch Argininreaktion. Der Amino- 
stickstoff machte nur einen winzigen Bruchteil des Gesamtstick- 
stoffes aus. Diese Umstiinde weisen darauf hin, dass die vor- 
liegende Fraktion fast ausschliesslich aus Diketopiperazinen 
besteht. 

Die Restlésung der Essigatherextraktion wurde bei 40° auf 
etwa 80 cem eingeengt, mit der 9 fachen Menge absoluten Alkohols 
versetzt und im Hisschrank aufbewahrt. Dabei schied sich schwarz- 
brauner Syrup ab, der beim Abgiessen der alkoholischen Lésung 
und Umriihren mit absolutem Alkohol sich in pulverige Gestalt 
verwandelt. Es wurde nach einigem Stehen abgesaugt, mit 
Alkohol gewaschen und _ getrocknet. Das erhaltene Produkt 
(Fraktion B) gab schwache Carbonyl- und Argininreaktion. Die 
von der Fraktion B abgetrennten alkoholischen Losungen wurden 
vereinigt und aufbewahrt (Fraktion C). 

Ein aliquoter Teil der Fraktion B wurde in 1 n-Schwefelsiure 
gelost und mit einer konzentrierten Losung von Phosphorwolfram- 
saure so lange versetzt, bis keine Fallung mehr entstand. Der 
Niederschlag wurde mit Baryt von Phosphorwolframsiure befreit 
(Fraktion B;). Von dem Filtrat, das den mit Phosphorwolfram- 
siure nicht fallbaren Anteil enthalt, wurde gleichfalls mit Baryt 
der Uberschuss dieser Siure und die Schwefelsiure entfernt 
(Fraktion B.). Auf gleiche Weise wurde die Fraktion C, nach- 
dem sie zuerst bis zu Syrup eingeengt wurde, mit Hilfe der Phos- 
phorwolframséure in zwei, nimtlich mit dieser fallbare bzw. nicht 
faillbare, Anteile getrennt (Fraktion C; und C2). 

In den sdmtlichen so erhaltenen Fraktionen wurden der 
Gesamt-, Amino- und Ammoniakstickstoff bestimmt und die 
Biuret-, Carbonyl- und Argininreaktion gepriift. Das Verhalten 
der Farbreaktionen sowie die Verteilung des Stickstoffes weisen 
darauf hin, dass die beiden mit Phosphorwolframsaure fallbaren 
Fraktionen C,; und By, vorwiegend aus Peptiden und_ basischen 
Aminosiiuren bestehen, wahrend die mit Phosphorwolframsaure 
nicht fallbaren Fraktionen Cy und By der Hauptmenge nach freie 
Aminosiuren neben geringer Menge von Peptiden enthalten. 
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In gleicher Weise wurde die Gelatine zuerst bei 100° mit 0,7 n- 
Natronlauge, dann bei 170° mit 0,15 n-Natronlauge behandelt und 
die erhaltenen Abbauprodukte in verschiedene Fraktionen zerlegt. 
Die Resultate sind in Tabelle XI verzeichnet. 

Tabelle XII und XIIT enthalten die Ergebnisse der Fraktio- 
nierung derjenigen Abbauprodukte, welche durch die Spaltung der 
Gelatine zunachst mit Hilfe 0,7 n-Salzsiure, spiiter in saurer oder 
alkalischer Loésung erhalten wurden. 

Bemerkenswert ist der Umstand, dass die Fraktionen A in 
den Tabellen X und XI, d.h. die Anhydridfraktionen der Ab- 
bauprodukte, bei denen die vorangehende Spaltung der Gelatine 
mit Natronlauge vorgenommen wurde, freie Aminogruppen, wenn 
auch in geringer Menge, enthalten, die sich nach der Methode von 
Linderstrém-Lang titrieren lassen. Dies riihrt wohl daher, 
dass diese Fraktionen Anhydride des Ornithins enthalten, das sich 
bei der Alkalibehandlung der Gelatine aus Arginin bildet. Es 
wurde schon von Konuma (1938) festgestellt, dass die Peptide, 
welche Arginin in Bindung enthalten, bei der Autoklavenbehand- 
lung wenig geneigt sind, Diketopiperazine zu bilden. Demgegen- 
tiber wurde von Otsuji (1940) der Nachweis erbracht, dass die 
Peptide der: Diaminosdéuren sich dabei mit Leichtigkeit in An- 
hydride verwandeln. 

In der folgenden Tabelle XIV ist das Mengenverhaltnis der 
in den Abbauprodukten aufgefundenen Diketopiperazine, Peptide 
und freien Aminoséuren zusammengestellt. Die Zahlen in Klam- 
mern zeigen die Prozentwerte des Stickstoffes, bezogen auf den 
Gesamtstickstoff der zur Hydrolyse verwendeten Gelatine. 

Es wurde schon oben hervorgehoben, dass, wenn die Gelatine 
zuerst mit verdiinnter Natronlauge oder Salzsaure bei 100° auf- 
gespalten wird, als Abbauprodukte vorwiegend Peptide und Amino- 
sduren auftreten; erhitzt man die so erhaltenen Hydrolysate 
sodann auf 170°, so wandeln sich die Peptide in erheblichem Masse 
in Diketopiperazine um, indem dabei die Carbonylreaktion der 
Lésung auf Kosten der Biuretreaktion stark in Erscheinung tritt. 
Tabelle XIV zeigt, dass die’so vor sich gehende Anhydridbildung 
aus Peptiden in denjenigen Fallen auffallender ist, bei denen die 
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TABELLE XIV. 


Verteilung der Diketopiperazine, Peptide und freie Aminosauren 
in den Abbauprodukten der Gelatine (50g). 


Erste Behandlung Erste Behandlung 
Konzentration der 0,7 n-NaOH 0,7 n-HCl 
zur Hydrolyse ver- (100°, 3 Stunden) (100°, 3 Stunden) 
wendeten Natronlauge |- 
oder Salzséure Zweite Behandlung Zweite Behandlung 
; : tne 0.15 n-HCl | 0,15 n-NaOH | 0,15 n-HCl |0,15 n-NaOH 
Ceniyerstay, Ernst eer ss (170°, 5 (170°, 5 (170°, 5 
gungsdaucr) Stunden) Stunden) Stunden) Stunden) 
Diketopiperazine 1.474¢ 1.326 ¢ 1.267 g 1.065 g 
als N (21.06%) (18.94%) (18.10%) (15.22%) 
Peptide und basische 1.708 g 1.342 ¢ 2.089 g 1.909 
Aminosauren als N (24.40% ) (19.17%) (29.85% ) (27.27%) 
Eacio Aonossures 2.281 g 2.232 g 2.058 g 2.359 g 
neben kleiner Menge (32.58%) (31.88%) (29.41%) (33.70%) 
von Peptiden als N 


Vorbehandlung der Gelatine mit Natronlauge ausgefiihrt worden 
Was die darauffolgende Autoklavenbehandlung der Hydro- 
lysate anbetrifft, so fiihrt sie im Gegensatz dazu zu grosserer Aus- 


ist. 


beute an Anhydriden, wenn sie in saurer Losung vorgenommen 
wird. 


ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


Im Anschluss an die friiheren Versuchsreihen wurde in der 
vorlegenden Untersuchung die Gelatine zuerst mit verdiinnter 
Natronlauge oder Salzsiure bei 100° hydrolysiert, die Spaltung 
sodann in alkalischer, neutraler oder saurer Lésung im Autoklaven 
bei 170° fortgesetzt und der Verlauf derselben zeitlich verfolgt. 
Zugleich wurden die bei soleher stufenweise ausgefiihrten Auf- 
spaltung sich bildenden Abbauprodukte in verschiedene Frak- 
tionen getrennt und in bezug auf ihre Zusammensetzung und ihr 
Mengenverhaltnis untersucht. 

1. Wenn die Gelatine mit verdiinnter Natronlauge oder Salz- 
sdure auf 100° erhitzt wird, so wird die Biuretreaktion der Loésung 
mit der Zeit immer schwacher. Sie geht jedoch nicht ganz 


verloren, auch wenn die Hydrolyse recht tief herbeigefiihrt wird. 
) 
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Die Carbonylreaktion tritt insofern missig stark auf, als die 
Spaltung der Gelatine mit verdiinnterem Alkali vorgenommen 
wird, wahrend sie sich beim Abbau mit Salzsiure oder kon- 
zentrierterer Natronlauge nur spurenweise erkennen lisst. Diese 
Carbonylreaktion gebende Substanz diffundiert nur lanesam durch 
die Kollodiummembran, und somit ist anzunehmen, dass es sich 
hier wohl nicht um Diketopiperazine handelt, sondern um irgend- 
welche andere hodhermolekulare Produkte, welche auf Pikrinsiure 
zu reagieren befahigt sind. 

2. Bei der so ausgefiihrten Saiure- oder Alkalibehandlung der 
Gelatine sind unter den Abbauprodukten tiberwiegend Peptide und 
freie Aminosduren gebildet, wahrend Diketopiperazine stark 
zurucktreten. 

3. Hrhitzt man das Hydrolysat, welches durch 3 stiindige 
Behandlung der Gelatine mit verdiinnter Natronlauge oder Salz- 
saure auf 100° erhalten wurde, in alkalischer, neutraler oder saurer 
Lésung im Autoklaven auf 170°, so geht die zuvor stark aus- 
fallende Biuertreaktion alsbald verloren, wihrend an deren Stelle 
die Carbonylreaktion mit der Zeit zunehmend stirker eintritt. Hier 
liegt also die Vermutung nahe, dass die Peptide, welche sich in 
den Abbauprodukten befinden, bei der Autoklavenbehandlung 
zwar zum Teil durch weitere Hydrolyse zu freien Aminosduren 
zerlegt werden, zum grosseren Teil aber sich durch Anhydrisierung 
in Diketopiperazine verwandeln. .« 

4, Wenn das Gelatinehydrolysat weiter in alkalischer Losung 
auf 170° erhitzt wird, so macht sich ein weiteres stetiges Ansteigen 
der Aminostickstoffkurven bemerkbar, wihred sie bei der Spaltung 
in neutraler bzw. saurer Losung zunichst ein Absinken zeigen, um 
darauf die Neigung aufzuweisen, insbesondere im Falle der Saure- 
spaltung, mehr einen horizontalen Verlauf zu nehmen. 

5. Ein derartiger Verlauf der Aminostickstoffkurven lasst 
uns vermuten, dass bei der Siurebehandlung des Gelatinehydro- 
lysates sich eine grossere Menge von Diketopiperazinen bildet als 
bei der in alkalischer Losung. Die Resultate der Fraktionierung 
der Abbauprodukte zeigen, dass dies tatsdchlich der Fall ist. 
Ferner wurde festgestellt, dass die Anhydridbildung aus Peptiden 
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bei denjenigen Hydrolysaten in héherem Masse stattfindet, welche 
durch Vorbehandlung der Gelatine mit Alkali entstehen. 

6. Unter den Anhydridfraktionen der Abbauprodukte be- 
finden sich solehe, welche, wenn auch in geringer Menge, freie 
Aminogruppen aufweisen. Dies beruht wohl darauf, dass das 
Arginin im Gelatinemolekiil durch Alkalibehandlung in Ornithin 
umgewandelt wurde und als solches sich an der Anhydridbildung 
beteiligte. 

Herrn Prof. Dr. T. Uchino bin ich zum grossen Dank ver- 
pflichtet fiir seine wertvollen Hinweise und Ratschlage bei dieser 
Arbeit. 


Die vorliegende Untersuchung wurde auf Kosten der Mittel 
fiir wissenschaftliche Forschung des Unterrichtsministeriums aus- 
gefiihrt. T. Uchino. 
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I. InvRopuction. 


Physiologically speaking, because of the presence of only a 
small amount of sucrose found in the human and animal blood, 
no importance has been attached to the question of determining 
the sucrose content in the blood. However, to study the meta- 
bolism of sucrose, it is important to find an accurate and yet quick 
method which will determine quantitatively the sucrose content of 
the blood. 

When the sucrose is administered orally, it is converted into 
elucose by fermentation in the intestinal tract and is absorbed 
there. However, it was observed in 1940 by H. Horie of our 
laboratory that a small amount of cane sugar was excreted in the 
urine shortly after a large amount (i.e. over 100 gm.) of cane 
sugar had been administered to a healthy person. 

Y. Maehata of our laboratory determined independently the 
respective value of glucose and sucrose excreted in the urine collect- 
ed from fasting patients of various diseases whom 50-80 gms. of 
cane sugar Itad been administered 4 hours previously. He has 
thus observed a considerable quantity of sucrose excreted in the 
urine of patients, of advanced hepatic diseases. From this fact, 
he has taken the view that the sucrose tolerance test, namely, the 
method of determining the amount of glucose and sucrose excreted 
in the urine by administering 50-80 gm. of sucrose, may be clinical- 
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ly used as the liver function test. 

Thus, both the physiological and pathological investigation 
on the sucrose metabolism and the clinical diagnosis of the liver 
function by the sucrose tolerance test require, an accurate, but a 
quick &nd practical method which will determine the sucrose 
content in biological fluids such as the blood. However, at present 
we know of no such method available in determining the sucrose 
content in biological matters. 

H. Horie has employed the following method to estimate the 
amount of sucrose excreted in the urine: 

(1) Estimation of the fermentable reducing substances in 
the urine before hydrolysis, designating it X. 

(2) Estimation of the fermentable reducing substances in 
the urine after hydrolysis, designating it Y. Then the value of 
sucrose contained in the urine would be Y-X 

While this fermentation method appears to have a great 
accuracy, and is applicable for measuring the blood-sucrose content, 
it is not quite practical enough for the purpose of a rapid and 
convenient estimation of the sucrose content in the blood. The 
ideal method, useful either for a study of the sucrose metabolism 
or for the sucrose tolerance test for clinical purposes, must be a 
quicker and easier one, requiring minute quantities of material. 
With this principle in mind, I have attempted to investigate on a 
more rapid and simpler method. 

To measure the respective sugar values in the mixture of 
glucose and sucrose in the blood, I have made use of the charac- 
teristic reaction of the two sugars, namely, the glucose has a redue- 
ing power while the sucrose has not. 

So, I have determined the glucose value by a reduction method 
with fermentation, and determined the total carbohydrate value 
by the orcinol sulphuric acid method. The difference between 
these two values obtained represented the sucrose value. Further- 
more, the glucose content in the blood can be accurately ascertained 
by the fermentation method, already described by N. Doi of our 
laboratory. The Hagedorn-Jensen method, however, is a more 
practical method to determine the reducing power of the glucose. 


A Method of Determining Sucrose Content in the Blood. 373 


IJ. Mernop. 


(1) Determination of the Total Carbohydrate Content in the 

Blood. 

Into a test tube, pipette 0.5¢c. of protein-free filtrate and 
7.9 ec. of sulphurie¢ acid solution (6 vol. HsSO4: 3 vol. H2O), and 
add 0.25 ce. of 2 percent orcinol sulphuric acid solution, (1 vol. 
H2SO4: 3 vol. H2O). Heat the mixture in a boiling water bath 
for 7 minutes. The colorimetry is taken by the Spenser-Dubosugq 
Colorimeter, with glucose as the standard. 


(2) Determination of the Reducing Sugar Value in the Blood. 

lee. of the same filtrate is heated in 2cc. of potassium 
ferricyanide solution, and then the procedure is carried out by 
the Hagedorn-Jensen method. 


III. Procepure. 


(1) The Determination of the Total Carbohydrate Value in the 
Blood. 

The procedure for estimating the total carbohydrate content 
in the blood is as follows: 

The blood protein is precipitated by the Hagedorn method, 
and 0.5 ee. of the protein-free filtrate and 7.5 ee. of sulphuric acid 
solution (6 vol. ‘concentrated sulphurie acid: 4 vol. distilled water) 
are pipetted into a test tube (20X180mm). 0.25 cc. of 2 percent 
orcinol reagent is then slowly added, and the contents are thorough- 
ly mixed by shaking. After allowing the mixture to stand for a 
few minutes, it is immersed in a boiling water bath for 7 minutes, 
and is chilled in water. The resulting colour will only undergo 
a little or no change on standing for hours. 

The intensity of the colour developed was compared by the 
colorimeter, with the standard glucose solution. 

Pour 0.5 ce. each of the diluted glucose standard solutions 
(containing 5, 10, 15, 20, and 80mg of glucose) into a similar 
test tube, and add to them sulphuric acid solution and orcinol 
reagent. The same process is repeated in the same way for the 
unknown solution. When 20 mg of glucose is used as the standard, 
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the calculation is as follows: 


Reading of standard 
Reading of unknown 


value of the total carbohydrate per 100 ce. blood. 


X 200 = mg glucose, representing 


(2) For the purpose of determining the reducing sugar value in 
the blood, the Hagedorn-Jensen method is employed. 


(3) Calculation of the Amounts of the Sucrose in a Mixture of 
Sucrose and Glucose. 

By subtracting the total glucose value (for the sake of greater 

convenience with reducing value) from the total carbohydrate value 

in the blood, the sucrose value per 100 ec. of blood in mg is obtained. 


IV. Discussion. : 


(1) The influence of the temperature, heating time, and varying 
amounts of 44 g/dl sulphuric acid on sucrose in hydrolysis 
without the addition of blood may be shown in the process 
described below. 

Transfer 1 cc. of 300mg percent sucrose solution to each of 
a series of several test tubes, and varying amounts of 44 ¢/di 
sulphuric acid solution and heat the mixture in a boiling water- 
bath, varying the heating time. Then cool it, and after neutraliz- 
ing it with NaOH to pH 6.0. Add water up to the 5ce. mark, 
and then sugar content is estimated by the Hagedorn-Jensen 
method. 

The results of the effect of hydrolysis of sucrose are given in 
the Table I as shown below: 

It will readily be seen from these experiments that the con- 
version of suerose may be carried out thoroughly with no destruc- 
tion of sugar qualities, when 0.5 ce. of 44g/dl HsSOs, with a 
heating time of 10 minutes in the temperature of 100°C, is em- 
ployed. 


(2) The effect of the temperature, heating time and different 


quantities of 44g/dl sulphuric acid solution on hydrolysis 
of sucrose in the blood may be stated as follows: 
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TABLE I, 

Temperature Minutes 4 eee Sata a 
120°C 30’ 0.3 ce. 170 
120 » 30’ 0.4 » 172 
120 » 30’ 0.5 » 171 
120 » 30’ 0.5 » 166 
120 » 15’ 0.6 » 169 
120 » 30’ 0.5 » L715 
120 » 45’ 0.5 » 165.5 
120 » 60’ 0.5 » 150 
100 » 30’ 0.5 » 252 
110 » 30’ 0.5 » 175. 
120 » 30’ 0.5 » 178 
130 » 30’ 0.5 » 152 
140 » 30’ 0.5 » 136 
100 » 10° 0.5 » 301 
100 » 15% 0.5 » 296 
100 » 20’ 0.5 » 271 
100 » 30’ 0.5 » 260 
100 » 10’ 0.2 » 313 
100 » 10’ 0.3 » 314 
100 » 10’ 0.4 » 316 
100 » 10’ 0.5 » 315 
100 » 10’ 0.6 » 313 


A few experiments have been made to determine as to whether 
the rate of hydrolysis of sucrose in the deproteinized blood-filtrate 
was influenced by the temperature, heating time and varying 
amounts of 44¢/dl sulphuric acid solution, employing the same 
experimental conditions described above. The results of the effect 
on hydrolysis of 200mg% sucrose in the blood are presented in 
the Table II below: 

From the data given in the foregoing Table II, it may be 
remarked that when the hydrolysis of sucrose in the deproteinized 
blood filtrate is effected with 0.5 ee. of 44 g/dl sulphuric acid solu- 
tion and a heating time of 5-10 minutes in temperature 100°, a 
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TABLE II. 
Amount of Hydrol. Reducing Convert 
Time Temper 44 g/dl sugar sugar sugar 
H2SOx (mg 7%) (ng % ) (mg %) 
10’ 100°C 0.2 ce. 315 99 216 
10’ 100 » 0.3 » 314 99 215 
10’ 100 » 0.5 » 301 99 202 
10’ 100 » 0.6 » 305 99 206 
5° 100 » 0.5 » 332 99 242 
10’ 100 » 0.5 » 310 90 220 
alisy 100 » 0.5 » 288 90 198 
20’ 100 » 0.5 » 283 90 193 
30’ 100 » 0.5 » 264 90 174 


complete hydrolysis of sucrose takes place, causing the minimum 
destruction of sugar. 


(3) Additional Tests with Known Amounts of Sucrose. 

In order to test the accuracy of this method, lee. of 2 per- 
cent sucrose is added into each 9 ee. blood or serum and after the 
blood protein is precipiated by the Hagedorn-Jensen method, the 
sucrose values are estimated on the one hand by the author’s 
method, and on the other by the reducing method. The compari- 
son of the two methods will be illustrated in the Table III, Parts 1 
and 2, and Table IV, Parts 1 and 2 given below: 

The results of an estimation by the two different methods 
obtained by adding the known amounts of sucrose in the blood, 
do not show any substantial difference between them. They how- 


TABLE III, Part 1. 


Blood 9 ce.+1 ee. of 2 percent sucrose solution. 


Author’s Method Reduction Method 
(mg % ) (mg %) 
Value of protein-free Value of reducing sugar 
oreinol sugar 280 after hydrolysis 312 
Value of reducing Value of reduc. Sugar 
sugar 90 before hydrolysis 90 


Value of sucrose 190 Value of convert sugar 222 
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TABLE III, Part 2. 
Blood 9 ec.+1 ce. of distilled water. 


Author’s Method 
(mg % ) 


Value of protein-free 
orcinol sugar 110 


Value of reducing sugar 90 


Reduction Method 
(mg 7%) 


Values of reduce. sugar 
after hydrolysis 


Value of reducing sugar 
before hydrolysis 


TABLE IV, Part 1. 


Serum 9 cc,+1 ¢e. of 2 percent sucrose solution 


Author’s Method 
(mg % ) 


Value of protein-free 
orcinol sugar 302 


Value of reducing sugar 110 


Value of sucrose 192 


Reduction Method 
(mg %) 


Value of reducing sugar 
after hydrolysis 


Value of reducing sugar 
before hydrolysis 


Value of convert sugar 


TABLE LV, Part 2 . 


Serum 9cc.+1lee. of distilled water. 


Author’s Method 
(mg % ) 


Value of protein-free 
oreinol sugar 130 


Value of reducing sugar 110 
20 


Reduction Method 
(mg 7% ) 


Value of reducing sugar 
after hydrolysis 


Value of reducing sugar 
before hydrolysis 


107 


90 
Alf 


330 


110 
220 


128 


110 
18 


ever could reasonably be considered as accurate findings for 
theoretical purposes. 


A Comparison of This Methed with the Fermentation Method. 
To compare this method with the fermentation method, we 


have made the following experiments, in which the determination 
of the fermentable sugar values have been made before and after 


hydrolysis. 


After a certain amount of sucrose solution has been injected 
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subcutaneously into rabbits, the blood samples have been hourly, 
taken from a vein of the rabbit ear and the sucrose contents 
was estimated by the two different methods. The data derived 
from each method are shown in the subsequent Table V: 

It is clear from these results that the value of the sucrose 
content obtained by the author’s method agreed exactly with those 
obtained by the fermentation method. 


V. Resuuts or EXPERIMENTS. 


Matured albino rabbits, weighing from 1.9 kg. to 2.5 kg. have 
been used throughout the experiments. In the following series of 
experiments, a certain amount of sucrose was administered in four 
ways, i.e. orally, subcutaneously, intraperitoneally and intraven- 
ously, to rabbits. The blood samples have been drawn from the 
ear vein at various intervals of them, and then the sucrose contents 
of the blood have been estimated by both the fermentation and my 
method. 

The Table VI, Parts 1, 2 and 3, Tables VII and VIII record 
the results of a series of these experiments. 


TABLE VI, Part 1. 


Per Kg. 15 ce. of 10 percent 


; Intravenous injection 
sucrose solution. 


Author’s Method Reducing Method 

Value of|Value of aint Nera Value of|Value of 
: : total redue. reduc. | convert. 

Date | Weight | Time eet sugar sucrose ee sugar | sugar 
(kg.) (mg %) |(mg %) |(mg %) |(mg %) | (mg %) | (mg %) 

20/11 2.010 | Before 130 112 18 132 112 20 

ies 308 105 203 325 105 220 

30’ 284 112 172 302 112 190 

lh 154 } 104 50 162 104 58 

ae | 41 120 21 150 120 30 

2 3 140 128 12 148 128 20 

fe 139 128 11 146 | ‘128 18 
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TABLE VI, Part 2. 
Per Kg. 20 cc. of 10 poee Subcutaneous injection. 
sucrose solution. 
Author’s Method Reducing Method 
Value of 
Value of|Value of Value of| hydr. Value of|Value of 
Dat Weicht | Tim total redue, uuosoteané reduce. | convert. 
ae i a age carb, sugar or sugar sugar | sugar 
(kg.) (mg %) |(mg %) (mg %) |(mg %) |\(mg %) |(mg %) 
29/1X 1.950 | Before 128 110 18 126 110 16 
i lis 192 116 76 197 116 81 
0m 284 119 165 282 119 163 
lh PyAl 121 151 278 121 158 
2 250 118 132 263 118 145 
a 239 124 115 250 124 126 
8 4 191 123 68 198 TS) (SS 
a8 195 141 54 211 141 70 
6 196 138 58 209 138 69 
7 160 135 25) 155 135 20 
TABLE VI, Part 3. 
Per Kg. 25 ec. of 10 percent : ot eee 
ae ee agen Intraperitoneal injection. 
Author’s Method Reducing Method 
Value of|Value of Value of Value of |Value of 
total reduce Value of| hyd... red nvert 
Date |Weight | Time : * | suerose | reduce. ASO | MNS 
earb. sugar sugar | Sugar | sugar 
(kg.) (mg 7%) | (mg % ) |(mg Jo) |(mg %) |(mg %) |(mg %o) 
6/IX | 2.480 | Before 150 New 19 141 131 10 
30’ 230 92 138 237 92 145 
lh 214 85 129 226 85 141 
2 200 83 alee 213 83 130 
3 172 87 85 178 87 91. 
u 4 127 87 40 147 87 60 
a 5 128 103 25 120 103 18 
6 120 101 19 126 101 23 
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TABLE VII. 


Per Kg. 20 ee. of 10 percent 
sucrose solution 


Oral administration 


Author’s Method 


Reducing Method 


Pus CTU ata oul sigalg Ce 
Date |Weight | Time | oor». sugar | Sucrose peak Aner. beet ; 
(kg.) (mg %) |(mg %) |(mg %) |(mg Jo) |(mg J) |(mg %) 
4/TX 2.200 | Before ital 99 12 109 99 10 
30’ 165 140 25 168 140 28 
Th 214 190 24 217 190 27 
2 210 184 26 203 184 19 
35 166 138 28 158 138 20 
g4 125 103 22 118 103 15 
a5 121 107 14 116 105 11 
6 115 108 7 115 108 if 
TABLE VIII. 
Per Kg. 25 ec. of pep CoRs Oral administration. 
sucrose solution 
Author’s Method Reducing Method 
Value of pone of Valdes Vege Value of Walie of 
Date | Weight | Time total reduc. sucrose | reduce. eee acy Se 
carb. sugar uous sugar | sugar 
(kg.) (mg %) |(mg %) |(mg Jo) |(mg %) |(mg 7%) |(mg 7) 
16/1X 2.100 | Before 88 65 23 70 65 5 
30’ 206 177 29 206 17 29 
1h 264 194 70 277 194 83 
2 264 206 58 270 206 64 
3 173 124 47 190 124 66 
8 4 115 100 15 20 100 20 
qb 100 88 12 97 88 8 
6 100 89 11 98 89 
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(1) Intravenous Injection of Sucrose Solution. 

After the injection of 10 percent sucrose solution into rabbits 
intravenously in the proportion of 15 ce. per kilogm. was given, 
the blood-sucrose curve recorded after 15 minutes registered a sharp 
rise, which was followed by a sharp decline in 2 hours after the 
injection. 


(2) Subeutaneous or Intraperitoneal Injection of Sucrose Solu- 
tion. 

When 20 ce. of 10 percent sucrose solution per Kg. were in- 
jected into a rabbit subcutaneously 15 minutes after the injection, 
there was a marked increase in blood-sucrose content, and from 
half an hour to an hour after the injection the blood-sucrose curve 
reached to a peak, followed by almost half the quantity of its 
maximum amount 4 hours after the injection, whereas only a slight 
rise was observable in the blood-glucose curve 5 hours after the 
injection. 

The intraperitoneal injection of sucrose solution into rabbits 
produces similar effects on the blood-sucrose figures as those ob- 
tained with the subcutaneous injection. 


(3) Oral Administration of Sucrose Solution. 

When 20cc. of 10 percent sucrose solution per Kg. were 
administered orally to rabbits, only a very slight rise was observable 
in the blood-sucrose curve, while there could be seen a considerable 
increase in the blood-glucose curve. 

It will be seen from the foregoing Table VIII that the oral 
administration of 25 ec. of 10 percent sucrose solution per Kg. 
produced a considerable elevation of blood sucrose value an hour 
after the administration, but the rise was slight compared either 
with the.intravenous or subcutaneous injections, and 5 hours after 
the administration, it finally declined. Moreover, it was noticed 
in this case that 30 minutes after the administration, the blood- 
glucose curve registered a sharp rise, which fell to its usual level 
4 hours after the administration. 
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VI. Sumaary. 


1. A method has been described for the determination of the 
sucrose content in the blood. It requires only 1 ec. blood. 

2. This method may be used either for a study of sucrose 
metabolism, or for a sucrose tolerance test for clinical purpose. 
By this method the sucrose content in the blood can be quickly, 
easily and accurately estimated. 

3. <A certain factor influencing the conversion of sucrose has 
been studied, with the results that a complete conversion without 
destroying sugar may be carried out, when 0.5¢c. of 44 ¢/dl 
H2SOx4, with heating time of 5-10 minutes in temperature 100°C, 
is employed. 

4. The author has ascertained this method to be not only 
quicker and simpler method but also equally accurate as the 
fermentation method, by estimating the fermentable sugar values 
before and after hydrolysis, and by the additional tests in which 
known amounts of sucrose have been added. 3 

5. An intravenous injection of 1.5¢@m. sucrose solution per 
Ke. into rabbits immediately produces a sharp rise of blood-suecrose, 
which is followed by a fall 2 hours after the injection. 

The subeutaneous injection of 2 gm. sucrose solution per Kg. 
tends to increase the blood-sucrose content 15 minutes after the 
injection, and 14-1 hour after the injection it reaches to a maximum 
which lasts for almost 2 hours, followed by a fall to half the 
maximum value. 

The intravenous injection of sucrose solution into rabbits 
produces no effect on the blood glucose figure. 

The effect on the blood-suerose figure by the oral administra- 
tion of 2.5 gm. sucrose solution per Kg. to rabbits is also quite 
similar to that obtained by the subcutaneous administration, but 
the rise is less and a considerable increase is observed an hour 
after the administration. 

The rapid and sharp rise of the blood-glucose value becomes 
apparent after 30 minutes and is maintained for 3 hours after 
the oral administration. 
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DAS GEREINIGTE TUBERKULIN-PROTEIN 
AUS ALTTUBERKULIN. 


VON 


YOSHIHARU TAKEDA unp SUWEO WATANABE. 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
Taihoku. Direktor: Prof. Dr. Y. Takeda.) 


(Eingegangen am 15. September 1941) 


Zur Erklarung der Frage, welche Stibstanzen bei sog. Tuber- 
kulinwirkung beteiligt sind, ist es unbedingt notwendig, einzelne 
Substanzen in einheitlicher Form zu isolieren. 

In der Absicht, die Wirkungsweise solecher Substanzen zu er- 
griinden, haben wir uns die Aufgabe gestellt, eine Anzahl von 
moglichst reinen Fraktionen von Tuberkulin-Protein und Polysac- 
chariden zu isolieren. Uber dabei gemachte Beobachtungen der 
Acetylpolysaeccharide aus Tuberkulin und Tuberkelbazillen sind 
bereits Takeda, Ohta u. Sato Mitteilungen gemacht. Die 
Beobachtung an den Fraktionen von Tuberkulin-Protein soll im 
Folgenden dargelegt werden. 

Wie Seibert gezeigt hat, enthalt gereinigtes Tuberkulin- 
Protein manchmal Polysaccharide und Nukleinséure in hohem Pro- 
zentsatz, und in einem der Praparate von gereinigten Tuberkulin- 
Protein, P. P. D. 12, sind 14%ige Polysaccharide und 9%ige 
Nukleinsaure enthalten. 

In dem Versuch der Abtrennung von Protein und Polysae- 
chariden hat H. Theorell das gelbe Ferment rein dargestellt, 
indem er das chloroformgereinigte gelbe Rohferment der Katha- 
phorese unterwarf und von den beigemischten Polysacchariden 
-befreien liess. Seibert hat das mit Trichloressigsdure gereinigte 
Tuberkulin-Protein durch Kataphorese mit Tiselius-Apparat 
gereinigt und die Feststellung gemacht, dass die Wanderungs- 
richtung der Protein- und Nucleinséure abhangig von Pu des um- 
gebenden Mediums ist und sich diese betreffenden Stoffe zur ent- 
gegengesetzten Richtung bewegen, wenn die Reaktion der Losung 


385 


386 Takeda und Watanabe: 


TABELLE I. 
(10 g) Das mit Trichloressigséure 
gefallt durch Zusatz der mit sehundirem 
Natriumphosphat auf PH=7,4 gepufferten 
gesattigen Ammoniumsulfatlosung bis zur 
Halbsattigung. 7 mal wiederholt. 
Niederschlag 
getrennt nach dem 
Grade der Loéslichkeit in 
sauerem Wasser 
(mit H2SOs auf PH=1,5 gebracht) 
| 
léslicher Teil schwer léslicher Teil 
behandelt mit 
dialysiert durch sauerem Wasser 
Cellophanschlauch (mit HSO. auf pH=1,5 gebracht) 
| | 
nicht dialysierbarer ziemlich schwer unloslicher Teil 
Teil loslicher Teil 
Fraktion Nr. I dialysiert durch dialysiert 
1,283 g. Cellophanschlauch durch Cello- 
phanschlauch 
nicht dialysierbarer nicht dialysierbarer 
Teil Teil 
Fraktion Nr. II Fraktion Nr. IIT 
0,2830 g. 0,521 g. 


in der alkalischen Seite von Pu 5 liegt und dabei die kataphoreti- 
sche Bewegung der Polysaccharide verdeckt ist. 

Von der obigen Feststellung ausgehend, hat Seibert nach- 
gewiesen, dass bei der Fraktionierung des Tuberkulin-Proteins 
durch Ammonsulfat die Verunreinigung der Polysaccharide und 
Nukleinséure von den Bedingungen des umgebenden Mediums, 
besonders der Reaktion der Liésung beeinflusst ist. 

Als Ausgangsmaterial haben wir besonders Alttuberkulin aus 
Glyzerinbouillon gewahlt, dessen Reinigung seit dem Versuche von 
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gefallte Protein. 


Mutterlauge 


durch Zugabe mit festem Ammoniumsulfat zur 
Sattigung gebracht. 
] 


| 
Niederschlag 
gereinigt durch Behandlung mit Phosphorwolframsiure 


getrennt nach dem Grade der Loslichkeit in sauerem 
Wasser (mit H2SO, auf eae gebracht) 


| 


loslicher ris aap 
dialysiert durch Cellophan- dialysiert durch Cello- 
schlauch phanschlauch 
| 
nicht dialysierbarer nicht dialysierbarer dialy- 
Teil Teil sierbarer Teil 
Fraktion Nr. IV 
OP2oilee. gefallt mit Trichlor- 
essigsdure Fraktion 
Nr. VII 
behandelt mit 0,034 g. 
Alkohol 
alkolloslicher alkoholunloslicher 
Teil Teil 
Fraktion Nr. V Fraktion Nr. VI 
0,441 g. ISP 


Robert Koch und seiner Schule durch unangenehme Verun- 
reinigung von unspezifisch wirksamen Begleitstoffen misslungen 
geblieben ist, und aus denen sich die spezifisch aktive Substanz 
des Tuberkulins durch Trichloressigsaure fallen lasst. Zur weiteren 
Reinigung wurde, wie Tabelle I zeigt, folgende ziemlich kompli- 
zierte Vorschrift ausgearbeitet und endlich wurden 7 Fraktionen 
eingeteilt. : 

Das mit Trichloressigsiure gefallte aktive Prinzip wurd 
wieder in alkalischem Wasser gelost und dann dureh Zusatz von 
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mit sekundirem Natriumphosphat auf PH=7,4 gepufferter, gesatt- 
igter Ammoniumsulfatlésung bis zur Halbsdttigung gefallt. 

Durch 7 malige Wiederholung dieses Verfahrens haben wir 
stark gereinigtes Protein erhalten, an welchem drei Fraktionen, 
lésliche, ziemlich schwer lésliche und unlosliche, nach dem Grade 
der Loéslichkeit in mit H,.SO, auf PH=1,5 eingestelltem Wasser 
abgetrennt wurden. 

Weiterhin wurden drei Fraktionen (Nr. I, Il, II) bei ihrem 
Losungszustande 11 Tage durch Dialysier-Cellophanschlauch (Kalle 
& Co. Akt.) gegen distilliertes Wasser dialysiert, die sich als im 
Schlauche zuriickbleibend erwiesen. 

Die Mutterlauge bei der obigen Fallung wurde zusammen- 
gebracht und durch Zugabe mit festem Ammonsulfat zur Sattigung 
gebracht; dabei wurde der gefallte Niederschlag wieder in Wasser 
gelost und mit Phosphorwolframsaure, die zuerst von Boquet und 
Sandor bei Fallung des aktiven Prinzips des Tubérkulin, und 
nachdem von K. Kuwajima bei Abtrennungsversuch des ,,Haut- 
stoffes‘’ und ,,Totstoffes“ angewandt worden war, in gewohnlicher 
Weise gefallt und nachbehandelt. Die auf diese Weise gereinigte 
Substanz wurde auch mit dem oben beschriebenen saueren Wasser 
von PH=1,5 behandelt und zwei Fraktionen, losliche und un- 
loshehe, wurden fraktioniert in ihrem Losungszustande, dann durch 
Cellophanschlauch gegen distilliertes Wasser dialysiert. 

Durch Dialyse wurde die unlésliche Fraktion in zwei Teile, 
dialysierbare und nicht dialysierbare, getrennt und von der letzten 
nicht dialysierbaren Fraktion wurden noch zwei Fraktionen durch 
Unterschied der Loslichkeit in Alkohol abgetrennt. Durch diese 
Arbeitsweise wurden 4 Fraktionen, Nr. IV, V, VI und VII, aus 
der Mutterlauge bei der halbgesattigten Ammoniumsulfatfallung 
gewonnen. 

Es wurde weiterhin in Erwagung gezogen, inwieweit der oben 
angegebene Arbeitsgang bei den einzelnen Fraktionen im Vergleich 
zur Fraktion-T, die den P. P. D. nach Seibert entspricht, in 
chemischer und biologischer. Hinsicht zum gewiinschten Erfolg 
gefthrt hat; dabei wurde folgendes bemerkt. Fraktion Nr. I, wie 
Tabelle IV zeigt, erwies sich als Hautstoff-Fraktion dem Wunsche 
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TABELLE IVa. 


Bestimmung der biologischen Wirksamkeit. 


Biologische Wirkung Hautwirkung (48 Stunden) 
Injektions- 
Nr. der a i eae 
‘ok. (der mg. = 
poe ee 0.1 0.05 0.02 0.01 
jon ieee 
kuldsen 
4 Meerschweichen 
20x18 mm) ‘ 
il { mit |) 8X7 mm 3x4 mm 21mm 
. Nekrose 
23 X18 
2} mit 8x6 5x6 DSB; 
Nekrose 
20x18 
3 “ mit 16x17 14x15 5x6 
I Nekrose 
18x19 
4 { mit iPS ale! 10x9 2a, 
Nekrose 
5) 6x7 2X2 —— oe 
i 6 4X5 2x1 2 a 
7 5X6 ax2 eal _ 
Tit 8 4X5 2x1 2x1 = 
A SCIS 
9 mit 10x10 ons 1X2 
Nekrose 
IV 16x15 | 
10 mit 10x8 3x4 bec as 
Nekrose 
Vv sei: 6X7 2xXS leon! — 
12 7X5 PEGe — = 
5X16 
138 { mit 6x8 Ona —_— 
Nekrose 
en 14x17 3 
14 mit 3x4 NES ea _ 
Nekrose _| 
aly 6X5 TSG 8s . — = 
Vit 16 4x4 1x1 Ss — 


Die Untersuchung der biologischen Wirksamkeit wurde an tuberkulosen 
Meerschweinchen von M. Sato nach seiner Methode in unserem Institut aus- 
gefiihrt, und bei der Auswertung der Hautreaktion, wenn die Rotung grosser 
als (5- 15 mm)x(5— 15mm) ist, wurde sie als positiv angenommen. 

In der Tabelle wurden nur die Grosse der R6tung und die dabei auftretende 
Nekrose beschrieben; Niheres soll in einm anderen Abschnitte berichtet werden. 
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entsprechend, indem ihre Hautwirkung verstirkt ist, ihre Tot- 
wirkung wegfallt und zugleich die Verunreinigung mit Polysae- 
chariden und Nukleinsaéure fast das 10 fache oder stark abnehmen 
und der wahrscheinliche Prozent des Polysaccharid-Gehaltes als 
hdchstens 0,2% aus der Tabelle II zu berechnen ist. 

Die Fraktionen Nr. [IV und Nr. VI haben fast die gleiche Haut- 
wirkung wie Fraktion-T, aber die Totwirkung fallt weg und die 
Abtrennung der Polysaccharide ist noch nicht genitigend. 


TABELLE II. 


Chemische Analyse auf Polysaccharid durch Carbazolreaktion 
nach Dische (11). 


Nr. der 
Fraktion 
Menge ~ T I ine TIL IV Vv Vin vad 
des Prii- \. 
parates. mg. \— 
3.0 kaum kaum kaum 
‘ positiv positiv positiv 
be kaum kaum a 
Qo positiv positiv 
20 kaum | kaum A kaum 
ine positiv |positiv positiv 
Ls Bs kaum eet. as kaum ay 
2D : positiv positiv 
< a kaum ay es 
1.0 oo positiv bi 
0.5 af = — = = re = ite 
0.95 kaum kaum 
pes positiv positiv 
0.2 _ p wats 


Die minimale Grenze der positivén Carbazolreaktion auf Polysaccharid 
wurde dadurch gezeigt, dass die Farbenreaktion mit verschiedener Menge der 
einzelnen Fraktion gepriift und deren Menge, die kaum positiv ausfiel, bestimmt 
wurde. 

10y, 5y und 4y unserer gereinigten Azetylpolysaccharide aus Tuberkel- 
bazillen haben bei dieser Priifung nach Dische folgende Verfiairbung gezeigt 
und wurden wie folgt beurteilt. 


Menge der Polysaccharide Verfarbung Beurteilung 
10 schwach blassrote Farbe schwach positiv 
5 ¥ kaum merkbar kaum positiv 


47 keine negativ 
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TABELLE IIT. 


Chemisch Analyse auf Nukleinsdure durch Diphenylaminreaktion 
nach Dische. (11). 


Nr. der 
~ Fraktion 
Menge —_ Tr I II III IV V VI Vil 
des Pra- 
parates. mg. I 
nicht 
av 13 is gepriift 
5 + — — — — = = : ” 
3 kaum ” 
; positiv 
2.5 - ” 


Zur Bestimmung der minimalen Grenze der positiven Diphenylaminreaktion 
auf Nucleinsaure wurde die Farbenreaktion nach Dische mit verschiedener 
Menge der einzelnen Fraktionen gepriift und deren Menge, die kaum positiv 
ausfiel, bestimmt. Die Priifung von Fraktion Nr. VII wurde wegen Material- 
mangels und die anderer Fraktionen mit grésseren Dosen als 10mg oder 5mg 
zwecks Ersparung des Materials nicht ausgefiihrt. 

307, 207 und 107 von reiner Nukleinsaéure, die von uns nach der Methode 
Brown u. Johnson aus Tuberkelbazillen dargestellt wurde, haben folgende 
Verfarbung gezeigt und wurden wie folgt beurteilt. 


Menge der Nukleinsaiure Verfarbung Beurteilung 
30 ¥ schwache schwach 
Wasserfarbe: . positiv 

20 vy kaum bemerkbar kaum positiv 
107 keine negativ 


Ks ist noch bemerkenswert, dass Nr. V in bezug auf Polysac- 
charide und Nukleinsaure fast so stark wie Nr. 1 gereinigt ist, 
jedoch hat deren Hautwirkung abgenommen und die Totwirkung 
ist noch zu bemerken. 
¢ Aus diesen Ergebnissen ist zu ersehen, dass Polysaccharide 
hochst wahrscheinlich, entgegengesetzt der Meinung einiger 
Autoren, nicht die Hauptrolle in der Totwirkung des Tuber- 
kulins spielt, und es bestatigt sich auch nach unserem Versuch, 
dass mit 300mg Injektion von Acetylpolysacchariden erst die 
Schockerscheinung zu beobachten ist. Wir miissen aber auch in 
Berticksichtigung ziehen, dass in Fraktion Nr. VII die Carbazol- 
reaktion nach Dische positiv wie in Fraktion-T und die Tot- 
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wirkung in beiden Fraktionen gleich ist. Es ist aber zu bedenken, 
dass diese Erscheinung nicht durch Polysaccharide aus Tuberkel- 
bazillen, sondern durch andere Substanz verursacht ist, weil diese 
Fraktion (Nr. VII) durch Cellophanschlauch dialysierbar ist. 

Uber die chemische Kigenschaft des sog. Totstoffes teilen 
Kiister und Pockels mit, dass er relativ gut durch tierische 
Membyan dialysierbar ist, also wohl ein kleines Molekiil besitzt. 
Mit guter Ubereinstimmung erwies sich Fraktion Nr. VII biologisch 
als sog. Totstoff und physikalisch-chemisch als eine relativ gut 
durch Cellophanschlauch dialysierbare Substanz. 

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen erwies sich Fraktion Nr. 1 
biologisch als sog. Hautstoff und physikalisch-chemisch als eine 
durch Cellophanschlauch nicht dialysierbare Substanz. 

Aber wie bei den Fraktionen Nr. II und III und Fraktion 
Nr. V zu sehen ist, wurde der Totstoff nicht ganzlich durch Dialyse 
entfernt und wie auch bei den Fraktionen der Ammoniumsulfat- 
fallung, Nr. IJ und III, zu beobachten ist, leistet die 7 mal wieder- 
holte Fallung mit Ammonsulfat keine grossen Dienste zur Abtren- 
nung der beiden Stoffe. 

_ Es ist aber bemerkenswert, dass die Isolierung des Hautstoffes 
relativ gut durch die leichte Léslichkeit in sauerem Wasser (mit 
H.SO,4 auf Po=1,5 eingestellt) gelungen ist. Auch ist die Fest- 
stellung von Interesse, dass bei Fraktionen Nr. V und Fraktion 
Nr. VI, bei welchen die Abtrennung der beiden Stoffe entweder 
durch Dialyse und Léslichkeit gelang oder durch Behandlung mit 
Alkohol relativ gut zustande gekommen ist. 

Das vereinfachte Reinigungsverfahren, das auf diese KEr- 
gebnisse begriindet ist, ist jetzt im Gange und es wird bald dariiber 


berichtet werden. 


Beschreibung der Versuche. 
GEWINNUNG DES RoHTUBERKULIN-PROTEIN. 


117 Liter Kulturfliissigkeit der 5% igen Glyzerinbouillon, auf 
deren Oberfliiche humane Tuberkelbazillen, Aoyama B, 2 Monate 
lang bei 37°C geziichtet waren, wurden durch Filtrierpapier 
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filtriert, auf 4 Liter konzentriert und mit 10 Liter Alkohol versetzt 
und der entstehende Niederschlag wurde abzentrifugiert. Der 
Niederschlag wurde mit 4 Liter Alkohol 2mal gewaschen, in 1 Liter 
Wasser gelést und durch Filtrierpapier filtriert. Das Filtrat 
wurde mit 5,51 20% Trichloressigsdure versetzt und der entstehende 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und nochmals in 300 ccm 
Wasser gelést, mit 10% Natronlauge neutralisiert und durch Filter- 
papier filtriert. Das Filtrat wurde mit 20%iger Trichloressigsaure 
versetzt bis kein Niederschlag mehr auftrat, der entstehende Nieder- 
schlag wurde mit Alkohol gut gewaschen und in Vakuum getrock- 
net. Wie erhielteh so 13,2g briunlich schwarze amorphe, nicht 
hygroskopische Substanz. Diese Rohtuberkulin-Protein-Fraktion 
(Fraktion-T) wurde der folgenden weiteren Reinigung unter- 
worfen. 


WEITERE REINIGUNG DES ROHTUBERKULIN-PROTEIN. 


10 g Rohtuberkulin-Protein wurde mit 100 eem Wasser geschiit- 
telt und durch Zugabe von einigen Tropfen 10%iger Natronlauge 
wurde die Reaktion der Losung alkalisch (Pu 7,4) gemacht und 
dadurch fast alles in klare Losung gebracht; dabei wurde ein noch 
ungelost bleibender Teil abzentrifugiert. Zur iiberstehenden Fliis- 
sigkeit wurde das gleiche Volumen der folgenden gepufferten 
gesittigten Ammoniumsulfat-Lésung von PH=7,4 (13 ¢@ NasHPOg 
+50 cem gesattigte Ammoniumsulfatlésung) zugegeben. Der ent- 
stehende Niederschlag wurde abzentrifugiert, die dabei iiber- 
stehende Losung ist bréunlich schwarz gefirbt. Zur weiteren 
Reinigung wurde dieses Verfahren noch 6mal wiederholt und die 
dabei erhaltene Mutterlauge wurde zu anderer Reinigung (B) 
gesammelt. 

Endlich wurde der Niederschlag in 150 eem Wasser gelost und 
mit 50cem 20%iger Trichloressigsiure gefallt, der entstehende 
Niederschlag mit 250 eem Azeton gewaschen und in Vakuum iiber 
CaCly getrocknet. Die Ausbeute ergibt 3,3035 eg. 


A. Weitere Verarbeitung des mit (NH4)2SOx gefiillten 
Proteins. 
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3,3035 g so gereinigtes Tuberkulin-Protein wurde nochmals in 
Wasser gelést und mit 20%iger Trichloressigsiure gefillt und der 
dabei entstehende Niederschlag wurde mit 100 cem sauerem Wasser 
(mit H.SO4 auf PH=1,5 eingestellt) geschiittelt und abzentri- 
fugiert. Die iiberstehende Lésung, die leicht lésliches Protein 
enthalt, wurde durch Zugabe von einigen Tropfen 10%iger 
Natronlauge neutralisiert und mit Trichloressigsiure gefillt. Der 
Niederschlag wurde mit wenig Wasser gewaschen und dann in 50 
ccm Wasser gelést und 8 Tage dureh Cellophanschlauch gegen 
distilhertes Wasser im Hisschrank dialysiert. Die nicht dialysier- 
bare Losung wurde mit Trichloressigsiure gefallt und der ent- 
stehende Niederschlag wurde mit Azeton und Ather gut gewaschen 
und dann in Vakuum itiber CaCl. gut getrocknet. 1,283 ¢ Pulver 
wurde gewonnen. (Fraktion Nr. 1). Bei Zugabe einer geniigenden 
Menge von Trichloressigsiure trat im Dialysat kein Niederschlag 
auf. 

Der nach einmaliger Extrahierung ungelost bleibende Teil 
wurde zweimal mit 100cem sauerem Wasser (mit H2SO, auf 
PuH=1,5 eingestellt) extrahiert und abzentrifugiert. Die dabei 
tiberstehenden Losungen wurden zusammengebracht und ganz wie 
in schon dargelegter Vorschrift behandelt und zum Schluss wurde 
Tuberkulin-Protein als 0,2830 g¢ Pulver gewonnen. (Fraktion Nr. 
11). Vom Dialysat wurde kein Niedersehlag durch Zugabe von 
Trichloressigsaure gewonnen. 

Der nach dreimaliger Extrahierung noch ungeldst bleibende 
Teil wurde mit 100 cem Wasser versetzt und durch Zugabe einiger 
Tropfen von 10%iger Natronlauge neutralisiert und mit Trichlores- 
sigsdure gefallt. Der dabei entstehende Niederschlag wurde in 50 
cem Wasser gelost, dialysiert und nachbehandelt; ganz wie bei den 
vorherigen Versuchen. Es wurde 0,521g Pulver gewonnen. 
(Fraktion Nr. III). Im Dialysat trat kein Niederschlag bei Zusatz 
von Trichloressigsiure auf. 


B. Gewinnung und weitere Reinigung des Tuberkulin- 
Proteins aus der Mutterlauge. 


Die Mutterlauge bei der mit (NH4)2SO,4 halbgesattigten 
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Fallung wurde zusammengebracht und mit festem Ammonium- 
sulfat bis zur Saittigung versetzt und mit Natronlauge auf PH=7,4 
eingestellt. Der entstehende Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und in 150 cem Wasser gelést und dann mit 20%iger Trichloressig- 
siure gefallt; darauf wurde der Niederschlag abzentrifugiert, mit 
Azeton gut gewaschen und in Vakuum iiber ‘CaCly getrocknet. 
Die Ausbeute ergibt 4,422 ge. 

4,422 2 Protein wurde in 150 cm Wasser gelost und mit 20 ecm 
50% iger Phosphorwolframsaure versetzt und durch Zugabe einiger 
Tropfen 10%iger H2SO4-Lésung wurde auf PH=2,0 eingestellt ; 
alsbald fiel ein braunlicher, grobflockiger Niederschlag aus. Zur 
Zerlegung dieses Niederschlages wurde abzentrifugiert und mit 


200 cem Wasser versetzt; darauf wurden einige Tropfen gesattigter 


Ba(OH)».-Lésung zugegeben und gut geriihrt. Das dabei ent- 
stehende Bariumphosphorwolframat wurde abzentrifugiert und 
die tiberstehende Lésung wurde durch Zusatz einiger Tropfen 
10%iger H2SO,4-Losung auf PH=1,5 gebracht, wobei bald daraus 
eine grosse Menge schwach braunlicher Ausflockung mit dem 
Niederschlag von BaSO, entstand. Der Niederschlag wurde mit 
sauerem Wasser von PH=1,5 (mit HsSO, eingestellt) zweimal 
geschtittelt und dieser Extrakt und die vorherige Mutterlauge 
wurden zusammengebracht. Diese Losung wurde mit 20%iger 
Natronlauge neutralisiert und mit 20%iger Trichloressigsdure 
gefallt. Der entstehende Niederschlag wurde mit Aceton gewaschen 
und im Vakuum tiber CaCl. getrocknet. Die Ausbeute ergibt 
0,3715 g. 

Dieses Pulver wurde in 50cem Wasser gelést und durch 
Cellophanschlauch gegen destilliertes Wasser dialysiert und dann 
mit einem Gemisch von Alkohol und Ather gut gewaschen und im 
Vakuum getrocknet. Die Ausbeute ergibt 0,251g. (Fraktion 
Nr IW he 

Vom Dialysat wurde kein Niederschlag durch Zusatz von 
Trichloressigsaure gewonnen. 

Der Niederschlag, der bei der Behandlung mit sauerem Wasser 


(PH=1,5) ungeldst geblieben ist, wurde mit dem durch Zugabe 


von Ammoniaklosung alkalisch (PH=7,4) gemachten Wasser 
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zweimal extrahiert. Das Waschwasser wurde zusammengebracht 
und durch Zentrifugierung von BaSO, abgetrennt. Die iiber- 
stehende Losung wurde auf Po=1,5 durch Zugabe einiger Tropfen 
10%iger H.SO,4-Lésung eingestellt; es entstand bald ein Nieder- 
schlag. Dieser Niederschlag wurde mit Azeton gut gewaschen und 
im Vakuum iiber CaCly getrocknet. Die Ausbeute ergibt 1,96 ¢. 

Dieses 1,96 g Pulver wurde in 100 cem Wasser geloést und durch 
‘Cellophanschlauch gegen distilliertes Wasser 11 Tage dialysiert. 
Von dem Dialysat erhielten wir 0,034 ¢@ Pulver durch Fallung mit 
Trichloressigsdure, nach der Behandlung mit Alkohol und Ather 
und Trocknung in Vakuum tiber CaCl. (Fraktion Nr. VII). 

Von dem Inhalt, der im Cellophanschlauch zuriickgeblieben 
ist, erhielten wir einen Niederschlag durch Fallung von Trichlores- 
sigsdure. Der gewonnene Niederschlag wurde ohne Trocknung mit 
Alkohol behandelt, aus dem alkohollésliche und unldésliche Teile 
getrennt wurden. 

Der alkoholunlosliche Teil wurde nochmals mit Alkohol und 
dann mit Ather gewaschen und im Vakuum iiber CaCly getrocknet. 
Die Ausbeute ergibt 1,317 ¢g. (Fraktion Nr. VI). 

Die alkohollésliche Fraktion wurde unter vermindertem Druck 
vom Alkohol befreit, der zuriickbleibende Niederschlag in 50 cem 
Wasser gelost und mit 20%iger Trichloressigsaure versetzt. Der 
entstehende Niederschlag wurde mit Azeton und <Ather gut 
gewaschen und im Vakuum tiber CaCly getrocknet. Die Ausbeute 
ergibt 0,441 g. (Fraktion Nr. V). 

Der Hattori-Hokokwai sind wir fiir ihre Unterstiitzung zu 
bestem Dank verpflichtet. 
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UBER DIE AKTIVIERUNG DER ARGINASE. 
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zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 3. Oktober 1941) 


\ 

Uber die Aktivierung der Arginase durch die Manganionen 
wurde schon von Klein und Ziese (1935), Edlbacher und 
Zeller (1936), [wabuchi (1936), u.a. in rascher Aufeinander- 
folge berichtet. Der Aktivierungsgrad wird aber von den ver- 
schiedenen Autoren sehr verschieden angegeben. Um der Beziehung 
des Mangans zu der Arginaseaktivierung auf den Grund zu 
kommen, wollte ich ein Arginasepraparat bereiten, welches an sich 
unwirksam ist, aber bei Zusatz von Mangan eine starke Harnstoff- 
abspaltung ausiiben kann. Eine solche inaktive Arginase konnte 
nach vielfachen Versuchen endlich als haltbares Trockenpulver in 
folgender Weise aus Kaninchenleber hergestellt werden: Die Auf- 
schwemmung des frischen Leberbreis wurde in Gegenwart von 
Magnesiumearbonat autolysiert. Die Reaktion des Gemisches 
konnte durch das Magnesiumearbonat alkalisch gehalten werden. 
Das klar filtrierte Autolysat wurde dann dialysiert, mit verdiinntem 
Ammoniak schwach alkalisch (PH 8) gemacht, mit Aceton zweimal 
umegefallt und der Niederschlag durch Aceton-Ather in trocknes 
Pulver tiberfiihrt. Die Hinzelheiten werden im experimentellen 
Teil angegeben. Das Gewicht des auf diese Weise gewonnenen 
Pulvers entsprach fast 1/100 des anfanglichen Leberbreis. Der 
Mangangehalt in 10 mg Pulver betrug 0.5. 

Dieses Arginasepraparat war wie folgt durch Manganionen 
sehr stark aktivierbar. 10mg Pulver wurden in 13cem M/10 
Glykokollnatronpuffer gelést und 2 cem davon wurden, wie im ex- 
perimentellen Teil beschrieben, dem Gemisch von 2,0 ccm M/10 
Argininmonohydrochlorid, 1,0cem N/10 Natronlauge, 2,0 ccm 
Wasser, 2,0cem M/10 Glykokollnatronpuffer von PH 9,3 und 1,0 
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ecm Mangansulfat oder Wasser zugesetzt, damit sich die Gesamt- 
menge auf 10,0ccm belief. Die endliche Konzentration des 
Arginins war M/50. Die Argininspaltung wurde nach der kalori- 
metrischen Bestimmungsmethode von Iwabuchi (1986) unter- 
sucht. Ohne Mangan-Zusatz liess sich nach 2 Stunden keine 
Argininspaltung erkennen, wahrend bei Versetzung mit 1ccm 
M/750 Mangansulfat nach 1 Stunde 38% und nach 2 Stunden 
54% Hydrolyse zur Beobachtung kam (Tabelle 1). Die Mangan- 
sulfatlésung wurde in der Versuchslésung auf das 10 fache 
verdiinnt. Der Grund, warum ich leem M/750 Mangan ver- 
wendete, liegt darin, dass die optimale Konzentration von Mangan 
zur maximalen Aktivierung gerade M/7,500 war. Wenn die Kon- 
zentration hdher oder niedriger als M/7,500 war, wurde der 
Hydrolysengrad herabgesetzt. Im Bereich zwischen M/100- 
M/1,000,000 Mangan war die Arginasewirkung bei M/750 am 
stirksten (Tabelle I). 

Die Aktivierung des inaktiven Arginasepulvers durch Eisen, 
Kobalt und Nickel wurde dann untersucht. Die aktivierende 
Wirkung des Hisensalzes wurde zuerst von Waldschmidt-Leitz, 
Weil und Purr (1933) entdeckt und daran anschliessend von 
Edlbacher, Kraus und Leuthardt (1933), Leuthardt und 
Koller(1934) u. a. bestatigt. Hellermann und Perkins(19385) 
und Edlbacher und Pinésch (1937) haben dann angegeben, 
dass ausser Mangan und Hisen noch Kobalt und Nickel auch 
Arginase aktivieren koinnen. Nach Edlbacher und Baur (1938) 
ubertraf Mangan an aktivierender Wirkung weit die anderen 
Metalle, wahrend Hellermann und Perkins (1935) und 
Richards und Hellermann (1940) die Aktivierung durch 
Kobalt als sehr hervorragend behaupteten. Mein Experiment 
ergab, dass die Wirkung von Hisen, Kobalt und Nickel der des 
Mangans weit nachsteht. Bei Zusatz von 1eem M/100 jener drei 
Tonen, also bei ihrer M/1,000 endlichen Konzentration, wurde keine 
Argininspaltung beobachtet (Tabelle II). Iwabuchi (1936) hat 
friiher auch einen solchen Befund gewonnen. Zur Aktivierung 
der Arginase von inaktiver Form bedarf man wirklich jener 
Schwermetallsalze von noch héherer Konzentration. Die optimale 
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Wirkung des Ferrosulfats wurde bei Zusatz von 1 cem M/10, also 
bei 1/100 endlicher Konzentration, geaiussert. Kobalt sowie Nickel 
bewirkte auch bei dieser Konzentration Aktivierung der inaktiven 
Arginase. Die Wirksamkeit der Manganionen ist jedoch den 
anderen gegeniiber dusserst stark und dieses Ergebnis stimmt 
vielmehr mit dem von Iwabuchi (1936) und Edlbacher und 
Baur (1988) tiberein. 

Die einmal durch Mangan maximal aktivierte Arginase wurde 
durch Zusatz von Ferrosulfat, Kaliumzyanid oder Glutathion keines- 
wegs beeinflusst. Solche Zusatze konnten ausserdem an sich keine 
Aktivierung der inaktiven Arginase bewirken (Experiment IV). 
Der Einfluss des Zitrats war dagegen bemerkenswert. Dieses Salz 
ubte an sich keine Aktivierung aus, bei seiner Anwesenheit wurde 
jedoch die zur Arginaseaktivierung optimale Mangan-Konzentra- 
tion, die sonst M/7,500 betragen sollte, stark erhoht (Experiment 
V, A), was moéglicherweise hauptséchlich durch Entionisation des 
Mangans verursacht wurde. Bei Ferrosulfat wurde die Aktivie- 
rung der Arginase in interessanter Weise durch die Anwesenheit 
von Zitrat sehr verstarkt (Experiment V, B). Waldschmidt-Leitz, 
Weil und Purr (19383) und Leuthardt und Koller (1934) 
haben die Steigerung des Aktivierungsvermogens von Ferrosulfat 
dureh gleichzeitigen Glutathionzusatz beobachtet. Die Erklarung 
dieser Erscheinung wurde von Kitagawa und Watanabe (1936) 
wie folet angegeben: Die Aktivitatsteigerung der Arginase durch 
Ferrosulfat wird durch Beimengung einer Spur von Ferrisalz 
vermindert; diese hemmende Wirkung des Hisenoxyds kann aber 
bei Gegenwart des Glutathions durch Reduktion des Oxydes zu 
Oxydul aufgehoben werden. Bei dem vorliegenden Ergebnis, 
nimlich dass das Zitrat das Aktivierungsvermodgen des Ferrosul- 
fats erhéhte, handelt es sich auch modglicherweise um die Bildung 
des Zitrat-Eisenoxydkomplexes’ und die dadurch bewirkte Aus- 
schaltung der hemmenden Wirkung der Ferri-lonen, deren 
spontane Entstehung in den Versuchsansatzen wohl angenommen 
werden kann. Die Aktivierung durch Kobalt oder Nickel konnte 
dagegen bei Gegenwart des Zitrats keineswegs beeinfiusst werden 
(Experiment V, ©). Ich habe ausserdem beobachtet, dass weder 
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Glyzerin noch Glykose imstande waren, die Arginaseaktivierung 
durch Mangan oder Hisen irgendwie zu beeinflussen (Experiment 
WiN)k 

Auf solche Weise gelang es mir zu beweisen, dass die Argi- 
naseaktivierung der Manganionen die der anderen Metallionen 
weit tibertrifft und dass die maximale Beschleunigung des Arginin- 
abbaus durch Mangansulfat bei seiner endgiiltigen Konzentration 
von M/7,500 bewirkt wird. Ohne Zusatz von Mn war das her- 
gestellte Arginasepriparat wohl als inaktiv zu erwahnen. Um 
diese inaktive Arginase in die voll aktive Form tiberzuftihren, 
wurde das in dem Glykokollnatronpuffer geloste Arginasepulver 
mit Mangansulfat versetzt, die Losung bei 37°C eine Stunde lang 
stehen gelassen und dialysiert. Die Argininspaltung durch dieses 
Dialysat bedarf keiner Gegenwart von Mangansalz; bei beiden 
Fallen mit oder ohne Manganzusatz sieht man je in einer Stunde 
37% und in zwei Stunden 56% Hydrolyse (Tabelle VI). Dies 
zeigt eben, dass die einmal durch Mangan maximal aktivierte 
Arginase, ohne zum urspriinglchen inaktiven Zustande zuriick- 
zukehren, dialysiert werden kann. Man weiss jedoch, dass die 
Schwermetalle mit Hiweiss leicht eine Verbindung eingehen, so 
dass sie bei der Dialyse schwer entfernt werden kénnen. Der oben 
erwahnte Befund, dass die maximal aktivierte Arginase durch 
Dialyse nicht mehr zu ihrem urspriinglichen inaktiven Zustande 
zuruckgefiithrt werden konnte, scheint zunachst auch dureh das 
Binden des Mangans mit dem Fermenteiweiss erklart zu werden. 
Es gibt aber noch eine andere Moglichkeit, dass die Unwirksam- 
keit des zuerst hergstellten Arginasepulvers eigentlich in einfacher 
Weise durch irgendeine hemmende Substanz verursacht worden 
ist und jeune aktivierende Wirkung des Mangansalzes daher nichts 
andres als die Ausschaltung der Hemmung durch jene Begleit- 
substanz ist. Der Schwermetall-Hiweisskomplex kénnte auch bei 
diesem Fall durch Dialyse nicht aufgespalten werden. Ich méchte 
jedoch, der Auseinandersetzung iiber das Wesen der Manganak- 
tivierung vorangehend, ein Experiment angeben, das in interes- 
santer Weise ergab, dass die einmal aktivierte Arginase bei Be- 
handlung mit Magnesiumearbonat wieder leicht in die urspriing- 
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liche inaktive Form zuriickgefiihrt werden kann: Als jene voll- 
aktivierte und dialysierte Arginaselésung weiter mit Glykokoll- 
natronpuffer von Pa 9,3 und Magnesiumearbonat versetzt, bei 37°C 
30 Minuten lang stehen gelassen und die zentrifugierte Lésung 
dann dialysiert wurde, kehrte die Arginase in dieser Lisung nun 
zum friihen inaktiven Zustande zuriick; sie konnte nimlich nur 
bei Manganzusatz das Arginin abbauen (Tabelle -VII). Die 
Arginasewirkung erreichte dabei das Maximum auch beim Verset- 
zen mit 1eem M/750 Mangan. Dieser Versuch zeigt eindeutig, 
dass das der Arginaselésung zugesetzte Mangan durch Behandeln 
mit Magnesiumearbonat entfernt werden kann. 

Uber das Wesen der aktivierenden Wirkune von Mangan 
gehen die Ansichten der Autoren weit auseinander. Der eine 
vertritt den Standpunkt, dass die Arginase eine Komplexver- 
bindung aus Mangan und einem spezifischen Hiweiss ist und dass 
das Mangan daher die Co-Arginase ist. Dem gegeniiber steht die 
Meinung, dass das Mangansalz die Arginase aktiviert, indem es der 
Wirkung eines begleitenden Hemmungskorpers entgegenwirkt. 
Wieder andere Autoren meinen, dass die Manganionen mit Herstel- 
lung der Redoxpotentiallage zusammenhangt, welche ftir die Ar- 
einasewirkung die optimale Bedingung bieten soll. Eine endgiltige 
Losung der Manganfrage wurde aber noch nicht angegeben. Ich 
habe daher einige Versuche ausgefiihrt, um zu den Studien tiber 
die Manganwirkuneg beizutragen. 

Man aktivierte die Arginasepulverlésung maximal mit Man- 
gansulfat und setzte nun Ammoniumsulfidl6sung von Pu 9,3 und 
ausserdem Magnesiumearbonat dazu. Das Gemisch wurde 1 Stunde 
stehen gelassen und zentrifugiert, die tiberstehende Losung dann 
der Dialyse unterworfen. Das Dialysat war farblos und durch- 
sichtig. Der Argininabbau durch dieses Dialysat ging selbst ohne 
Gegenwart von Mangansulfat von statten und zwar in dem gleichen 
Grade, sei es mit Zusatz von Mangan oder ohne Zusatz desselben 
(Tabelle IX). In dieser dialysierten Ferment-Lésung, die von 
10 mg Arginasepulver ausgegangen war, wurde der Mangangehalt 
auf 0,ly beziffert. 

Es wurde schon oben erwahnt, dass die durch Mangan im 
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héchsten Grade aktivierte Lisung des Arginasepulvers beim Be- 
handeln mit Magnesiumearbonat wieder in den urspriinglichen 
‘inaktiven Zustand zuriickgebracht werden konnte. Der weitere 
Versuch ergab nun, dass als Ammoniumsulfidlosung vor dem 
Magnesiumearbonatbehandeln zugesetzt wurde, die gewonnene 
Arginaselésung ihre volle Aktivitaét beibehielt und nicht mehr von 
Manganionen beeinfilusst werden konnte. Durch dieses Ergebnis 
wurde die Co-Arginase-Theorie des Mangans sehr fraglich. Dass 
schon eine sehr kleine Menge des Mangans, wenn es die Co-Arginase 
wire, unter Bindung mit dem Fermenteiweiss, der Apo-Arginase, 
zur Bildung der Holoarginase hinreichend ist, dem ist wohl 
zuzustimmen. Das oben erwahnte Ergebnis zeigte aber, dass jenes 
Arginasepulver, das an sich schon manganhaltig war, beim Aus- 
bleiben des kiinstlichen Manganzusatzes gar keine Wirkung aus- 
iibte, wahrend es jedoch nach dem Behandeln mit Ammoniumsulfid 
und Magnesiumearbonat trotz der Verminderung des Mangan- 
gehalts nun in die voll aktive Form iibergeftihrt werden konnte. 
Man konnte jedoch, unter Beriicksichtigung, dass die Losung des 
Arginasepulvers schon vor jenem Sulfid-Carbonatbehandeln durch 
den Manganzusatz maximal aktiviert worden war, noch eine Még- 
lichkeit annehmen, namlich dass das einmal mit der Apo-Arginase 
gebundene Mangan nun nicht mehr in der Lage sei, einfach durch 
Ammoniumsulfid entfernt zu werden. Man miisste dann gleich- 
zeitig voraussetzen, dass das Mangan, das in dem urspriinglichen 
Arginasepraiparat und zwar in grésserer Menge als in der mit 
Sulfid und Magnesium behandelten Losung .enthalten war, zufallig 
mit dem begleitenden Eiweissstoffe oder anderen organischen Sub- 
stanzen komplex gebunden worden war und mit der Apo-Arginase 
nichts zu tun hatte. Meine Stellungnahme gegen eine solche Co- 
Arginase-Theorie des Mangans konnte jedoch durch das folgende 
Experiment entscheidend verstarkt werden. 

Das Arginasepulver wurde ohne Manganzusatz sofort mit der 
Ammoniumsulfidlésung versetzt und mit Magnesiumearbonat be- 
handelt und die zentrifugierte Losung wurde dialysiert. Der Ver- 
such mit diesem Dialysat ergab, dass die Arginase jetzt voll aktiv 
war. Dieses Dialysat tibte némlich schon ohne Manganzusatz eine 
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betrachtliche Argininspaltung aus. Der Hydrolysengrad konnte 
selbst durch den Zusatz von 1 cem M/750 Mangan fast nicht mehr 
verstarkt werden (Tabelle X). Die inaktive Arginase konnte also 
auch ohne vorherigen kiinstlichen Manganzusatz wirklich in die 
aktive Form iibergefiihrt werden. Es scheint daher nicht gerecht- 
fertigt zu sein, die Manganwirkung auf die Arginase dadureh zu 
erklaren, dass Mangan das Co-Ferment der Arginase sein sollte. 

Die andere angenommene Erklairung hinsichtlich der Mangan- 
aktivierung war folgende. Die Arginase von inaktiver Form ist 
in oxydiertem Zustande vorhanden, sei es an ihrem Hiweissanteil 
oder an ihrem komplexgebundenen Schwermetallanteil, und die 
Aktivierung der Arginase durch Schwermetalloxydul wie die 
Mangano-, Ferro- oder Kobalto-Ionen ist eigentlich die totale oder 
teilweise Reduktion des Fermentmolekiils. Die oben vielfach 
geebrauchte Ammoniumsulfidlosung gehdrt sicher zu den Reduk- 
tionsmitteln und sie kann z. B. auch wohl Methémoglobin in Himo- 
globin tiberftihren. Ich habe daher untersucht, ob die Lésung des 
Arginasepulvers durch Reduktion itiberhaupt aktiviert werden 
kann. Weder durch Zusatz von Natriumhydrosulfit noch Hydrazin- 
Losung sowie anschliessende Magnesiumearbonat-Behandelung 
konnte eine Aktivierung bewirkt werden; die Lésung des Arginase- 
pulvers blieb namlich inaktiv und iibte erst bei Manganzusatz den 
Arginninabbau aus (Experiment IX). Dem Glutathion fehlte 
auch, wie obenerwahnt, die aktivierende Wirkung. Die Aktivie- 
rung der Arginase hat daher mit der ‘Reduktion des Ferments 
nichts zu tum. Die Stokesche Losung kann nicht als das reduzier- 
ende Reagens verwendet werden, weil sie eisenhaltig und an sich 
aktivierungsfahig ist. 

Ich bin nun in der Lage, als chemisches Wesen der Arginase- 
aktivierung Ausschaltung der Hemmung anzunehmen, die von den 
das Ferment begleitenden Substanzen ausgetibt wird. Nach dieser 
Annahme soll die Aktivitat der Arginase, die an sich schon primar 
wirksam ist, durch Manganzusatz eigentlich nicht gesteigert werden 
und dabei ist es ganz gleichgiiltig, ob sich das Ferment mit dem 
Mangan oder anderen Schwermetallen verbinden mag. Bei Gegen- 
wart der hemmenden Substanzen soll aber eine mehr oder weniger 
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abgeschwiichte Wirkung des aktiven Ferments beobachtet werden. 
In dem von mir dargestellten Arginasepulver ist daher das 
Ferment, wie es bei den Praparaten aller anderen Autoren der 
Fall war, von dem hemmenden Korper begleitet. Bei dem Mangan- 
zusatz bindet sich der betreffende Korper mit dem Metall und die 
Hemmung wird aufgehoben. Durch Behandlung dieser aktivierten 
Fermentlosung mit Magnesiumearbonat wird das Mangan entfernt 
und die hemmende Wirkung der Begleitstoffe kommt wieder in 
Erscheinung; die Arginase wird also wieder scheinbar unwirksam 
gemacht. Zur Entfernung der hemmenden Stoffe selbst ist das 
Behandeln mit Ammoniumsulfid und Magnesiumcarbonat notig. 
Das Magnesiumearbonat allein kann dazu nicht fahig sein. Der 
Wirkungsmechanismus des Ammoniumsulfids bleibt vorlaufig noch 
dahin gestellt, es handelt sich aber nicht um den Reduktions- 
vorgang, weil die aktivierende Wirkung wie oben erwahnt dem 
Hydrazin und Hydrosulfit fehlte. 

Falls der Hemmungskorper in dem Arginasepulver auf solche 
Weise durch Behandeln mit Ammoniumsulfid und Magnesium- 
carbonat weggeschafft werden kann, muss dieses Verfahren direkt 
an dem Kaninchenleberbrei verwendbar sein, um daraus eine schon 
voll aktive Arginase herzustellen, deren Wirkung bei Manganzusatz 
nicht mehr erhdht werden kann. Dieses war tatsachlich der Fall, 
wie das folgende Experiment zeigt. 

Die Aufschwemmung des Kaninchenleberbreies wurde mit der 
Ammoniumsulfidl6sung von PH 8,6 versetzt, 24 Stunden der 
Autolyse unterworfen, das Filtrat dialysiert, das Dialysat dann 
wieder mit Ammoniumsulfid und ausserdem noch Magnesium- 
carbonat versetzt und 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Die zentrifugierte klare Fliissigkeit wurde gegen destil- 
hertes Wasser 3 Tage lang dialysiert. Die auf soleche Weise 
gewonnene Fermentlosung war klar und ausserst schwach gelblich 
gefarbt. Der Mangangehalt in 15 cem dieser Fermentliésung war 
ungefahr 0,ly. Sie spaltete das Arginin in demselben Grad ab, 
sel es ohne oder mit Zusatz von leem M/750 Mangansulfat 
(Tabelle XIIT). 

Andererseits wurde die Lebersuspension in iiblicher Weise der 
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einfachen Autolyse unterworfen. Dieses dialysierte Autolysat 
konnte selbstverstindlich schon ohne Versetzung mit Mangan eine 
starke Argininspaltung ausitiben und seine Wirkung wurde nach 
Zusatz von Mangan noch missig verstirkt (Tabelle XIV). Als 
man diese Arginaselésung weiter mit Ammoniumsulfid und Maene- 
siumearbonat behandelte, wurde nun das Ferment in die voll aktive 
Form tibergefiihrt und seine Wirksamkeit blieb von der Gegenwart 
des Mangansalzes unbeeinflusst (Tabelle XV). 

Die Arginase konnte, wie oben ausfiihrlich angegeben, auf 
verschiedene Weise von hemmenden Begleitstoffen befreit und in 
voll aktiver Form heregestellt werden. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuchslésung bestand im allgemeinen aus: 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 ceem 
N/10 Natronlauge On, 
M/10 Glykokolinatronpuffer GA 
Zusatzlosung od. Wasser TROD ss 
Wasser 2,05 
Fermentlésung 250) 35 


Die Gesamtmenge der Versuchslésung setzt man auf 10,0 cem 
fest. Pu war 9,2. Die endliche Konzentration des Arginins war 
M/50. Die Loésung wurde ins Wasserbad von 37°C gestellt und 
nach 1 und 2 Stunden wurde das ungespalten zuriickgebliebene 
Arginin nach Twabuchi (1936) bestimmt. Die Methode besteht 
aus der quantitativen Fallung des Arginins als Flavianat und 
darauf folgender Kolorimetrie der bei Reduktion des Flavianats 
dureh Zinnehloriir in alkalischer Reaktion entstehenden tief roten 
Verfarbung gegen die in gleicher Weise reduzierte Flaviansaure- 
lésung von bekannter Konzentration. Den Prozentsatz der Arginin- 
spaltung kann man leicht errechnen. 

Die Bestimmung des Mangangehalts wurde in folgender Weise 
ausgefiihrt. Sie war halb quantitativ. 20mg Trockenpulver 
wurden im Platintiegel mit konzentrierter Schwefelsdure befeuchtet 
und verascht. Die Asche wurde in 2 ecm des mit Schwefelsaure 
schwach angesiuerten Wassers gelést, leem davon dann in 
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schmalem Reagensrohr mit 3 Tropfen 15% Schwefelsaure, einem 
Tropfen 0,5% Silbernitrat und 8 Tropfen 10% Kaliumpersulfat 
versetzt und bei 50°C 5 Minuten erwarmt, wobei sich die Losung 
diusserst schwach rotlich farbte. Anderseits fiihrte man dieselbe 
Permanganatbildung mit 1 ccm Mangansulfatlésungen aus, welche 
0,1-1,0y Mangan pro ecm enthielt. Die Farbenintensitat der 
Lésungen in den Rohrehen wurde durch Einblicken von oben mit- 
einander verglichen. Bei der Manganbestimmung an den Ferment- 
lésungen wurden sie in Platintiegel abgedampft und der Riickstand 
wurde dann verascht. Weiteres Verfahren war das gleiche wie 
oben. 


I. Darstellung des inaktiven Arginasepulvers aus 
Kaninchenleber. 


Frische Kaninchenleber wurde zermahlen, 45 g davon mit 180 
ecm Wasser und 4,52 basischem Magnesiumearbonat (Kahlbaum) 
versetzt und unter Zusatz von einer kleinen Menge Toluol-Chloro- 
form bei 37°C 2 Tage der Autolyse unterworfen. 130 ccm Filtrat 
wurden gegen Wasser 2 Tage dialysiert. 130 ¢em dieses Dialysats 
wurden mit 1%igem Ammoniak alkalisch auf Pu 8,0 gebracht, 
75 cem Aceton hinzugesetzt und zentrifugiert. 150cem der iiber- 
stehenden Fltssigkeit wurden dann mit dem gleichen Volumen 
Aceton versetzt und wieder zentrifugiert. Das Volumen des ent- 
staudenen Niederschlags betrug ungefahr 10 cem. Er wurde in 
45 cem Wasser suspendiert und zentrifugiert, um alles Unlosliche 
zu entfernen. 45 ccm iiberstehende Fliissigkeit wurden gewonnen. 
Das gleiche Volumen Aceton wurde nochmals hinzugefiigt und der 
zentrifugierte Bodensatz nun mit Aceton-Ather (1:1) entwissert 
und im Exsikkator iiber Schwefelsiure getrocknet. Die Menge des 
dargestellten Pulvers betrug 0,41g¢. Der Mangangehalt war 0,5 y 
ftir 10mg. Die Ausbeute war auch bei den spateren Darstellungen 
immer beinahe 1/100 des Gewichts der Leber. 

Unter Beriicksichtigung, dass etwa 60% Leberautolysat zur 
Arginasedarstellung gebraucht worden waren, wurden jedesmal 10 
mg des Trockenpulvers in 13 cem M/10 Glykokollnatronpuffer von 
Pu 9,3 gelést und filtriert, so dass die Loésung fingefahr der 20 
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fachen Lebersuspension entsprach. Diese Losung wurde als die 
inaktive Arginaselésung bei weiteren Experimenten gebraucht, 
weil sie das Arginin erst nach dem Mn-Zusatz spalten konnte, wie 
der folgende Versuch zeigt. 


II. Arginaseaktivierung des Manganosalzes (Pu 9,2). 


Die inaktive Arginaselésung wurde mit variierender Menge 
von Mangansulfat versetzt. Die Zusammensetzung der Versuchs- 
ansitze war wie am Anfang des experimentellen Teils angegeben. 


TABELLE I. 
Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 0 0 
M/10 MnSO, 18 29 
M/100 ” 25 3 
M/250 » o7 46 
M/500 ” 30 48 
M/750 ” 38 54 
M/1,000 ” 32 50 
M/10,000 ” 30 46 
M/100,000 ” il 19 


1 cem M/100,000 Mn war schon hinreichend, um eine deutliche 
Aktivierung auszuiiben, aber die maximale Mn-Wirkung wurde bei 
Zusatz von 1 cem M/750, also bei M/7,500 endlicher Mn-Konzentra- 
tion, beobachtet. 


III. Einfluss der Fe, Co und Ni-Salz auf die 
Arginasewirkung (Px 9,2). 
Zusammensetzung der Versuchsansitze war wie beim vorigen 
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TABELLE II, 


Argininspaltung (%) nach 

Zusatz , 

1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser | 0 0 
M/2 FeSO, 19 29 
M/5 ” 20 33 
M/10 ”» 29 37 
M/20 ” Pe 335) 
M/40 ” 17 26 
M/60 ” 11 19 
M/80 ” 0 ta 
M/100 ” 0 0 
M/1,000 » | 0 0 
Wasser 0 0 
M/10 CoCl, 15 29 
M/100 ” 0 0 
Wasser 0 0 
M/10 NiSO, 8 14 
M/100 ” 0 0 


IV. Einfluss von Mangan auf die inaktive Arginaselésung bei 
Gegenwart von Eisen, Cyan und Glutathion (PH 9,2). 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 eem 
N/10 Natronlauge NAD) 
M/10 Glykokolnatronpuffer PAD) es 
Wasser LORS; 
FeSO:, KCN, Glutathion od. Wasser 130% 
M/750 MnSO:-Losung od. Wasser AOS ae 
Inaktive Arginaselosung AU 


TABELLE III, 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser + M/750 FeSO: 0 0 
»  +M/750 KCN 0 0 
»  +M/100 Glutathion 0 0 
M/750 MnSO;+ Wasser 32 50 
a 95 +M/750 FeSO, 32 50 
Bs + +M/750 KCN. 31 47 
M5 »  -+M/100 Glutathion 32 49 
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Einfluss von Zitrat auf die Arginaseaktivierung (Pu 9) s 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 com 
N/10 Natronlauge 1) 
M/10 Glykokollnatronpuffer aie. 


MnSOu, FeSO:, CoCl, NiSO; od. Wasser 1,0 ,, 
M/10 Natriumzitrat von Pu 9 od. 


Wasser 2a, 
Inaktive Arginaselosung PAU) vee 


TABELLE IV, A. 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz a a a 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser + Zitrat 0 0 
M/10 MnSO,-+ Wasser 18 29 
M/10 MnS0O,-+ Zitrat 32 49 
M/100 » + » 33 47 
WESU) GSD 17 33 
M/750 7» + » 18 3 
M/i1,000 » + » 4 15 
M/5,000 » + » ) 4 
TABELLE LY, B. 
Argininspaltung (%) nach 
Zusatz —— re 
1 Stde. | 2 Stdn. 
Wasser + Zitrat 0 0 
M/10 FeSO,+ Wasser 19 35 
M/100 » + » 0 0 
M/1,000°» + » 0 0 
M/10 FeSO,+ Zitrat yi 46 
M/100 » + » 4 8 
M/1,000 » + » 0 0 
TABELLE LV, C. 
Argininspaltung (%) nach 
Zusatz ® 3 < 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser + Zitrat 0 0 
M/10 CoC], + Wasser / 29 
” » + Zitrat uly 29 
M/10 NiSO,+ Wasser 8 ae 
” » + Zitrat 6 3 
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VI. Wirkung des Glyzerins und Zuckers auf 
Arginaseaktivierung. 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 cem 
N/10 Natronlauge Opes 
M/10 Glykokolinatronpuffer PO 
M/10 MnS0O,, FeSO: od. Wasser 1 Opgeas 
M/10 Glycerin, Glukose od. Wasser IAW a 
Inaktive Arginaselosung 20ers 


TABELLE V. 


Argininspaltung (%) nach 


Zusatz = 
1 Stde. 2 Stdn. 

Wasser + Glycerin 0 

» + Glucose 0 
MnSO, + Wasser 20 ; 30 

»  -+Glycerin ey 32 

»  -+Glucose 19 30 
FeSO, + Wasser 22 33 

»  +Glycerin 22 By 

»  -+Glucose 22 33 


VII. Reversible Aktivierung der Arginase. 


a) Aktivierung der Arginase durch Mangansulfat. 

Die Arginaselésung, naémlich 20 mg Arginasepulver in 13 cem 
M/10 Glykokollinatronpuffer von Pu 9,3, wurde mit 10 eem Wasser 
sowie 3cem M/750 MnSO, versetzt, so dass die Gesamtmenge sich 
auf 26ccem bezifferte. Nach einsttindigem Erwarmen auf 37°C 
dialysierte man die Lésung gegen destilliertes Wasser einen Tag 
bei Zimmertemperatur. 2 ccm Dialysat wurden als Arginase zum 
Versuche gebraucht. ; 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 com 
N/10 Natronlauge EO es 
M/10 Glykokolinatronpuffer 2.0 ss 
Wasser 2,0. 3 
M/750 MnSO,: od Wasser aROke 


Dialysat 2,0 


” 
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TABELLE VI, 
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Argininspaltung (%) nach 
Zusatz = 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 37 | 56 
M/750 MnSO, on 56 


b) 


Gemisch 30 Minuten auf 37°C. 


Uberfiihrung der vollaktivierten Arginase in die inaktive 


Form. 


Zur dialysierten Fermentlésung, welche wie in vorigem Ver- 
such vorher dureh MnSO, aktiviert worden war, setzte man das 
gleiche Volumen M/10 Glykokollnatronpuffer von Pu 9,3 und 1/10 
Gewicht basisches Magnesiumearbonat hinzu und erwirmte das 


Das Magnesiumearbonat wurde 


abzentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit dann bei Zimmer- 


temperatur einen Tag dialysiert. 


Versuch gebraucht. 


4ceem Dialysat wurden zu jedem 


M/10 Argininmonohydrochlorid 2,0 cem 
N/10 Natronlauge ‘eOhe. 
M/10 Glykokolinatronpuffer OR 
M/750 MnSO: od. Wasser iLO) 
Dialysat el) ey 
TABELLE VII. 
Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 0 0 
M/10 MnS0O, 0 0) 
M/750 ” 15 25 
M/1,000 ” 14 23 
M/10,000 » 9 17 


VIIT. Darstellung der voll aktiven Arginase aus dem 
inaktiven Arginasepulver durch Ammoniumsulfid- 
Magnesiumcarbonat Behandlung. 
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Das bei diesem Versuch verwendete Praparat zeigte folgende 
Wirkung. 10mg Trockenpulver wurden in 13cem M/10 Glyko- 
kollnatronpuffer von Pu 9,3 gelést und mit 2.cem dieser Losung 
wurde der Argininabbau nach der allgemeinen Vorschrift unter- 
sucht. Die Arginase war in inaktiver Form, wie die folgende 
Tabelle zeigt. 


TABELLE VIII. 


Argininspaltung (%) nach 


| 
Zusatz | 
| 1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser | 0 0 
M/750 MnSOs Sl 50 


a) Bei vorangehender Aktivierung des Trockenpulvers durch 
Mangansulfat. 


Man léste 10mg Arginasepulver in 13 cem M/10 Glykokoll- 
natronpuffer von Pu 9,3 und versetzte die Losung mit 10 ccm 
Wasser sowie 3 cem M/750 MnSO,y. Nach einstiindigem Erwarmen 
auf 37°C wurde diese aktivierte Arginaselosung weiter mit 0,5 cem 
verdiinnter Ammoniumsulfidlésung und 0,1 ¢ Magnesiumearbonat 
versetzt, bei Zimmertemperatur eine Stunde stehen gelassen und 
zentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit einen Tag dialysiert. 
4 vem Dialysat wurden, wie beim vorigem Versuch VII, b, zu jedem 
Versuch gebraucht. Bereitung jener Ammoniumsulfidlésung war 
folgende. Das Ammoniumsulfid des Handels wurde mit Wasser 


aufs 5 fache verdtnnt und mit 30% Hissigsaure zu Pu 9,3 neutrali- 
siert. 


TABELLE IX. 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz s 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 25 36 
M/750 MnSOz 25 37 
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b) Ohne vorangehende Aktivierung durch Mangansulfat. 

10mg Trockenpulver wurden in 13 cem M/10 Glykollnatron- 
_ puffer von PH 9,3 gelést. Die Lésung wurde ohne vorherige Mn- 
Aktivierung sogleich wie in vorigem Versuch mit Ammoniumsulfid 
und Magnesiumearbonat behandelt und gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. 4cem Dialysat wurden wie beim vorigen Versuch ee- 
braucht. 


TABELLE X. 


Argininspaltung (%) nach 


Zusatz a 
1 Stde. | 2 Stdn. 
Wasser 14 | 24 
| 
M/750 MnSoO, ily | 29 


IX. Einfluss der Reduktionsmittel auf das inaktive 
Trockenpulver. 
a) Man loste 30mg Trockenpulver in 39 ¢cm M/10 Glyko- 
kollnatronpuffer von PH 9,3 und teilte die Loésung in 3 Teile. Die 
erste Portion wurde als Kontrolle zur Priifung auf ihre Arginase- 


TABELLE XI, 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 0 ite: 
Kontrolle M/750 MnS0, 3] 50 
ie Wasser 0 0 
mit Hydrosulfit | vor Dialys® | 4+ 7750 MaSO, 29° 38 
Wasser 0 0 
mit Hydrazin vor Dialyse M/750 MnSo, 29 4] 
Wasser 0 0 
mit Hydrosulfit | nach Dialyse M/750 MnSO, 14 23 
' Wasser 0 0 
Cee eee | Mt/ 150 MnSO. 14 25 


416 M. Taki: 


aktivitiit verwendet. Die anderen beiden wurden mit 1ccm 
Hydrazin oder Hydrosulfitlosung versetzt und 30 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. 2ccm davon wurden zum 
Fermentversuch gebraucht. Der Rest wurde einen Tag dialysiert 
und 2cem Dialysat dann wieder zum Versuch gebraucht. Die 
Hydrazinlésung war 1,4 Mol Hydrazinsulfatlosung, die mit Natron- 
lauge auf Pu 9,0 neutralisiert wurde, und M/100 Hydrosulfit- 
lésung wurde durch Lésen des Natriumhydrosulfit in 0,5% 
Natriumearbonatlésung bereitet. (Tabelle XI) 

b) Man léste 20mg Trockenpulver in 26cem M/10 Glyko- 
kollnatronpuffer und teilte die Lésung in zwei Teile. Die beiden 
wurden wie in vorigem Versuch mit 1 cem Hydrazin oder Natrium- 
hydrosulfitl6sung und noch mit 0,2 ¢ Magnesiumearbonat versetzt. 
Nach 30 Minuten wurde jedes Gemisch zentrifugiert und die tiber- 
stehende klare Lisung wurde in gleicher Weise wie bei vorigem 
Versuch auf ihre Wirkung untersucht. 


TABELLE XII. 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
. 
mit Hydrosulfit Dial ae : : 
mi drosulfit | vor Dia 
eae a OF Nat fe) MasOs i 27 
Sa tty, ie Wasser 0 0 
n drazin vor Dialyse 
emit aria: ranelys’ | M@/750 MnSOz 19 35 
it Hydrosulft ik nee | ; : 
m drosw nach Dialyse 
ie ems YS? | Mf/750 MnSOx 14 23 
; ' | Wasser 0 0 
mit Hydrazin nach Dialyse 
M/750 MnSO; 15 26 


X. Dvirekte Darstellung der maximal aktivierten Arginase 
aus dem Leberbret. 


Ammoniumsulfid des Handels wurde ohne Verdiinnung mit 
30% Hssigsaure auf Pu 8,5 neutralisiert. Man versetzte 40¢ 
frischen Kaninchenleberbrei mit 160cem Wasser, 8cem_ jenes 
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neutralisierten Ammoniumsulfids und Toluol-Chloroform und 
unterwarf das Gemisch bei 37°C einen Tag der Autolyse. Das’ 
filtrierte Autolysat war klar, aber dunkelrétlich gefiirbt. Als es 
gegen destilliertes Wasser 2 Tage dialysiert wurde, entstand darin 
ein reichlicher Bodensatz, der durch Zentrifugieren abgetrennt 
wurde. Die tiberstehende Fliissigkeit war klar, aber noch stark 
rothch gefarbt. 50cem Dialysat wurden dann mit 2,5 cem von 
aufs 5 fache mit Wasser verdiinnter und weiter durch 30% Essig- 
sdure auf Pu 9,3 eingestellter Ammoniumsulfidl6sung und noch mit 
50 cem M/10 Glykokolinatronpuffer von Pu 9,3 und 5¢@ Magne- 
siumearbonat versetzt. Nachdem man das Gemisch unter Zusatz 
von Toluol-Chloroform 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen hatte, wurde die zentrifugierte Losung 3 Tage gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Das Dialysat war nun klar und 
ausserst schwach  gelblich gefarbt. Beim Fermentversuch 
verdiinnte man es mit destilliertem Wasser aufs 20 fache und ge- 
brauchte 2,0 ceem davon fiir jeden Ansatz. 


TABELLE XIII. 


. Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 7 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 31 57 
M/10 MnSO, 3 57 
M/100 ” 32 Sei 
M/750 ” 31 57 
M/1,000 ” Sl 57 
M/10,000°— » 32 57 
M/100,000 » : 31 58 


XI. Die Arginase in dem einfachen Leberautolysat und 
ihr Ubergang in die voll aktive Form. 


a) 30g Kaninchenleberbrei wurden in 120 ccm Wasser unter 
Zusatz von Toluol-Chloroform autolysiert und das Filtrat wurde 
2 Tage gegen Wasser dialysiert. Beim Fermentversuch wurde das 
Dialysat mit Wasser aufs 20 fache verdiinnt und 2ccm davon 
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wurden gebraucht. Die Arginase in diesem Dialysat war zum Teil 
in aktiver Form vorhanden, wie die folgende Tabelle zeigt. 


TABELLE XIV. 


Argininspaltung (%) nach 


Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser 24 32 
M/750 MnSO, 49 70 


b) Das dialysierte Autolysat wurde dann mit Wasser aufs 
10 fache verdiinnt und 30 cem davon weiter mit 3cem von aufs 
5 fache verdiinnter und noch auf Pu 9,3 neutralisierter Am- 
moniumsulfidl6sung, 30cem M/10 Glykokolinatronpuffer, 1,5 ¢ 
Magnesiumearbonat und einer kleinen Menge Toluol-Chloroform 
versetzt. Nach dreistiindigem Stehenlassen bei Zimmertempera- 
tur zentrifugierte man das Gemisch und dialysierte die itiber- 
stehende Fliissigkeit 3 Tage gegen destilliertes Wasser. Das 
Dialysat war klar und ausserst schwach gelblich gefarbt. 2 cem 
davon wurden zum Versuch gebraucht. Die Arginase war voll 
aktiv. 


TABELLE XV. 


Argininspaltung (%) nach 
Zusatz 
1 Stde. 2 Stdn. 
Wasser Path 4] 
M/750 MnSoO, Pall 43 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Arginase von inaktiver Form wurde aus Kaninchenleber 
als Trockenpulver dargestellt. Dieses Fermentpraparat iibte beim 
Fehlen des Mangans, Hisens, Kobaltes oder Nickels keine Argin- 
inspaltung aus, wohl aber beim Zusatz der betreffenden Metalle. 


Unter ihnen bewirkte Mangan eine iiberlegend starke aktivierende 
Wirkung. 
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2. Die durch Mangan maximal aktivierte Arginase in der 
Losung des Trockenpulvers konnte durch Behandeln mit Magne- 
siumearbonat wieder in die urspriingliche inaktive Form zuriick- 
gefiihrt werden. 

3. Die Arginase von inaktiver Form konnte andererseits 
dureh Behandeln mit Ammoniumsulfid und Magnesiumearbonat in 
die voll aktivierte Fermentform iibergefiihrt werden, die nicht 
mehr von Mangan beeinflusst wird. 

4. Die Arginase von voll aktiver Form wurde aus frischer 
Leber direkt durch Autolyse in Ammoniumsulfidlésung und Be- 
handlung des dialysierten Autolysats mit Magnesiumearbonat her- 
gestellt. Die Arginase in einfachem Leberautolysat, die an sich 
schon wohl wirksam, jedoch durch Mangan missig aktivierbar war, 
wurde durch Behandlung mit Ammoniumsulfid und Magnesium- 
carbonat in die voll aktive Form iibergefiihrt. 

5. Als Mechanismus der Arginaseaktivierung dureh Mangan 
wurde angenommen, dass die hemmende Wirkung der das Ferment 
begleitenden Substanzen durch diese oder andere Schwermetall- 
ionen ausgeschaltet wird. Zum Entfernen jener Hemmstoffe selbst, 
also zum Uberfiihren des Ferments in die voll aktive Form, ist 
Behandeln der Fermentlosung mit Ammoniumsulfid und Magne- 
siumearbonat schon hinreichend und eine vorherige Aktivierung 
des Ferments, wie durch Manganzusatz, ist ganz unnotig. 


Diese Untersuchungen wurde unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die Herrn 
Professor Akamatsu zur Foérderung der wissenschaftlichen For- 
schungen von dem Unterrichtsministerium zur Verftigung gestellt 


wurde. 
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ISOLIERUNG DES KRYPTOXANTHINS AUS 
SCHALEN VON ,,PONKAN*“ (Citrus poonensis Hort) 
SOWIE AUS FRUCHTHAUT VON ,,TOGARASI“ 
(Capsicum annuum L.).") 


VON 


MASANOBU AJISAKA, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo. Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Hingegangen am 10, Oktober 1941) 


Das ,,Caricaxanthin“, welehes zuerst Yamamoto und Tin 
(1933) im Fruchtfleisch von Carica papaya entdeckt haben, wurde 
nachher von denselben Autoren auch aus Fruchtfleisch von 
»Ponkan“ (Citrus ponnensis Hort) isoliert. Anderseits haben 
Kuhn und Grundmann (1933) das ,,Kryptoxanthin“ in den 
roten Kelchen und Beeren von Physalis Alkekengi und Franchetti 
aufgefunden. Nach Untersuchungen von Karrer und Schlientz 
(1934) erwiesen sich die beiden Substanzen als miteinander 
identisch. Da das Kryptoxanthin biologisch ebenfalls als Pro- 
vitamin A wirksam ist wie Karotin und es bei manchen pflanzlichen 
Geweben, wie z. B. bei gelbem Mais, Mandarine, Orange und Papaya 
fiir die Provitamin A-Wirkung hauptsachlich verantwortlich ist, so 
ist die Untersuchung dieses Phytoxanthins ernahrungsphysiologisch 
ebenso wichtig wie die des Karotins. Bisher ist unsere Kenntnis 
liber die Verteilung des Kryptoxanthins in Pflanzen sehr mangel- 
haft. Die aus der Literatur zu ersehenden Ergebnisse sind in 
Tabelle I zusammengefasst, wobei die Zahlen in bezug auf dieselben 
Einheiten umgerechnet worden sind. Besonders reich an Krypto- 
xanthin sind Physalis-Kelche, die aber fiir uns wegen der Schwierig- 
keit, geniigende Mengen zur Zeit der Untersuchung zu erhalten, 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai* danken wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die vorliufig am 22, Oktober 1941 auf dem 
Biochemischen Kongress zu Kumamoto mitgeteilt wurde, (A. Fujita). 
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oe 


ausgetrockneten Ausgangsmaterials). 
D. MHauptsiichlicher Farbstoff. 


E. Der Quotient: 


Karotin/Kryptoxanthin. 


TABELLE 


Kryptoxanthingehalt in mg pro 100g frischen Ausgang 
Neben Kryptoxanthin vorkommende Karotinoide. 
Ausbeute an krystallisierten Kryptoxanthin in mg aus. 


Art der Ptlanze Organ A 
Carica papaya (Papaya) Fruchtfleisch 2,08 
Citrus poonensis (,,Ponkan™ ) ” 1,62 
: ‘ e Roter Keleh 55,2 
Physalis Franchetti (Judenkirsche) { 
; Beere 4,97 
italien. 0,46 
Ss ’ ungar. I 0,46 
Zea mays (Mais) Kon ee iti 0.70 
Maisgries 0,25 
Helianthus annuus (Sonnenblume) Blitenblatt — 
Capsicum annuum (Paprika) Fruchthaut — 
Cucurbita pepo (Kiirbis) Gelbes Bliitenblatt = 
Mycobacterium phlei — = 
Schale = 
Citrus madurensis (Mandarine ) { 
Fleisch 0,6-0,7 
Citrus aurantium (Orange) { Schale 0,60 
Fleisch 0,24 


. 


a. 


smaterials. 


100g frischen Ausgangsmaterials. (* 


Tsoherung des Kryptoxanthins. 


Dieselbe aus 100 ¢ 
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B 


{ Karotin 
Violaxanthin 
{ Violaxanthin 
Lutein? 


{ Zeaxanthin 
Karotin 
Zeaxanthin 


Warotin 


Zeaxanthin 
bP) 


3? 


* Lutein 
Taraxanthin 
Karotin 

Violaxanthin 


Capsanthin 
Capsorubin 
Zeaxanthin 
ae 


Karotin 


Petaloxanthin 

Zeaxanthin 
Lutein 
Karotin 

Karotin 

Lutein 
Zeaxanthin 
Azafrinester 


B aan 

{ Taxtein 
Violaxanthin ? 
Citraurin 
Violaxanthin 
Zeaxanthin 

Karotin 

Lutein 


j 
| 


UH, UCYY SS ee a ey) eS) 


10,0* 


0,6 


0,24 


-“— 


D 


Kryptoxanthin 


Zeaxanthin 


” 


Kryptoxanthin 


Lutein 


Capsanthin 


Zeaxanthin 


Kryptoxanthin 


” 


Kryptoxanthin 


hee 


0,06 


0,19 


0,9 


0,04—0,1 


See 


j 


| 
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als Ausgangsmaterial zur Darstellung des Farbstoffes nicht in 
Betracht kamen. Ich habe versucht, den Farbstoff aus Schalen von 
»Ponkan“ und aus Fruchtfleisch von ,,Tégarasi“ zu isolieren und 
es ist mir gelungen, denselben in ziemlich guter Ausbeute kry- 
stallinisch zu erhalten. Zur Darstellung des Farbstoffes aus 
,Ponkan* benutzten Yamamoto und Tin (1933) ausschhesshch 
den Fleischteil. Ich habe dagegen den Schalenteil dazu benutzt, 
da der letztere nach unseren Untersuchungen bedeutend mehr 
Farbstoff enthalt und die gleichzeitig vorkommenden Ole und 
sterinartigen farblosen Begleiter ohne Schwierigkeit zu beseitigen 
sind. Die unessbaren Schalenteile erwiesen sich also als ein 
bequemes Ausgangsmaterial. Aus Paprika-Schoten haben schon 
Zechmeister und Cholnoky (19384) den Farbstoff isoliert. 
Da sich das Fruchtfleisch von japanischen* Capsicum-Arten 
(,,Togarasi“) nach unseren Versuchen ebenfalls als ein sehr 
bequemes Ausgangsmaterial des Farbstoffes darstellte, soll unser 
Arbeitsgang im folgenden beschrieben werden. 


Tsolierung des Kryptoxanthins aus Schalen von ,,Ponkan“ 

(Citrus poonensis). 

»Ponkan“-Schalen von etwa 28 Friichten, wurden unter Ver- 
meidung direkter Sonnenstrahlen getrocknet, fein gemahlen (etwa 
324¢@), in 700 cem Aceton eingelegt, iiber Nacht im Hisschrank 
stehen gelassen, genutscht und mit 800 cem Aceton gewaschen. 
Nun setzt man den vereinigten Acetonextrakten 200 ccm Petrol- 
ather und eine genitigende Menge Wasser zu und _ schiittelte 
tiichtig. Die obere Phase wird im Vakuum auf etwa 200 cem 
eingeenet, mit 200 cem 10 proz. athylalkoholischem Kali bei 20°C 
45 Stunden hydrolysiert, mit 1,5fachem Volumen Wasser verdiinnt 
und im Scheidetrichter geschiittelt. Die Seifenlésung wird mit 
Petrolather gewaschen. Die vereinigten Petrolatherausziige werden 
mit einem gleichen Volumen 90 proz. Methanollésung mehreremal 
gewaschen, dann wiederholt mit Wasser gewaschen und dureh 
Aluminiumoxyd (Merck) gesaugt. Entwickelt man nun das 
Chromatogramm durch Aufgiessen von Benzol+Petrolither (1:1), 
so treten langsam 11 Zonen auf, némlich: (1) 1,30 mm dick, orange. 
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(2) 4mm dick, stark braunrot. (3) 10mm dick, rotorange. (4) 
schmal, blassrot. (5) etwas breiter, orange. (6) sehr breit, orange. 
(7) schmal, orange. (8) schmal, blassgelb. (9) schmal, rosarot. 
(10) breit, gelb. Die drei oberen Zonen enthalten die haupt- 
sachlichen Farbstoffe, aus denen man durch Eluieren mit Petrol- 
ather, gesattigt mit Methanol und durch Eindampfen unterhalb 
30°C eine dunkelbraune har’zige Masse erhalt, die man nach Lésen 
in 8cem Benzol und nach Zusatz von 6 cem Methanol 15 Stunden 
im Hisschrank aufhebt. Es treten braune Krystalle, gemischt 
mit farblosem amorphem Begleiter hervor. Durch Waschen mit 
Athylalkohol wird der farblose Begleiter geldst. Die abfiltrierte 
Krystallmasse wird in 1,7 cem Benzol gelést, mit 5,1 cem Methanol 
versetzt und in His-NaCl 30 Minuten abgekiihlt. Man erhalt dann 
mikroskopisch einheitliche, rotbraune, diinne, breite, zugespitzte 
Tafeln, die nach wiederholtem Umkrystallisieren aus Benzol+ 
Methanol (1:3) und Abspitilen mit Methanol ausgetrocknet werden. 
Ausbeute: 17,0mg. Sechmelzpunkt: 161°C. Optische Schwer- 
punkte in Schwefelkohlenstoff waren (Handspektroskop. Filter 
V-P1 von Tokyo Denki u. Co.) bei 520, 483, und 452 mu sichtbar. 
Das Verhalten bei der Entmischung stimmt mit den Angaben von 
Kuhn und Grundmann (1988) genau iiberein. Mischsechmelz- 
punkt mit dem Caricaxanthinpraparat”’ zeigte ebenfalls 161°C. 
Mischchromatogramm mit dem genannten Praparat liess keine 
getrennte Zone auftreten. 


Isolierung des Kryptozanthins aus Fruchthaut von 
»Té6garas (Capsicum annuum). 


Die Schoten von ,,Tdgarasi“® werden von Samen und Stielen 


1) Es ist modglich, dass man ein vollig reines Praparat (Schmelzpunkt 
169°C) aber mit bedeutendem Verlust dadurch erhalten kann, dass man die 
Krystallmasse wie Kuhn und Grundmann (1933) wiederholt mit absolutem 
Alkohol und etwas Benzin auskocht und mit Benzol+ Methanol (1:3) um- 
scheidet oder wie Zechmeister und Tuzson (1936, 1) mit Methanol aus- 
kocht. Ich fiihrte dies wegen Materialmangels nicht aus. 

2) Fir die Uberreichung des Priparates bin ich Herrn Dr, Yamamoto 

~und Dr. Osima zu bestem Dank verpflichtet (A. Fujita). 
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befreit (511 ¢), 2 bis 4 Tage bei 36° getrocknet und fein gemahlen 
(460 2), in 800 cem Methanol bei Zimmertemperatur eingelegt, ab 
und zu geschiittelt und nach einem Tage abgesaugt. Das dick 
briunlichrote Filtrat wurde abgeworfen. Der Riickstand wird mit 
600 cem Petrolather!?) tiber Nacht bei Zimmertemperatur unter 
éfterem Schiitteln extrahiert. Der abfiltrierte Riickstand wird mit 
500 cem Petrolither 2 bis 3 Stunden extrahiert. Solehe Extrak- 
tionen mit Petrolather werden noch viermal wiederholt. Die ver- 
reinigten Ausziige werden im Vakuum auf etwa 200 cem eingeengt, 
mit 200cem 5 proz. athylalkoholischem Kali 40 Stunden bei 20° 
hydrolysiert, mit 1,5 Volumen Wasser versetzt. Die Petrolather- 
phase lasst sich nach Schiitteln im Scheidetrichter trennen. Die 
Seifenlosung wird mit Petrolather extrahiert. Die Petrolather- 
phasen werden vereinigt und mit einem gleichen Volumen 90 proz. 
Methanol mehreremal geschiittelt, danach mit Wasser viermal 
gewaschen und chromatographiert. Weiter genau so ausgefiihrt 
wie bei dem ersten Falle. Es erschienen nach der Entwicklung 
folgende 7 Zonen: (1) schmal, rotorange. (2) schmal, dunkelrot. 
(3) etwas breiter, dick rotorange. (4) 8mm dick, dick rotorange. 
(5) etwas breiter, orange. (6) ziemlich breit, braun. (7) sehr 
breit, braun. 

Kryptoxanthin befindet sich in der 4. Zone. Nach Abtrennen 
dieser Zone durch vorsichtiges Abpipettieren eluiert man den Farb- 
stoff mit methanolhaltigem Petrolather und lasst wie bei dem ersten 
Fall auskrystallisieren. Die ausgeschiedenen Krystalle, gemischt 
mit farblosem, amorphem Begleiter werden in Benzol+ Methanol 
(1:3) etwas erwarmt, wobei sich der farblose Begleiter lost. Nach 
Abkithlen mit Eis ohne NaCl scheiden sich mikroskopisch einheit- 
liche, flache, viereckige Prismen, die nach wiederholtem Umkrystal- 
lisieren aus Benzol+ Methanol (1:3), nach wiederholtem Waschen 
mit Methanol und nach Trocknen bei 100° im Vakuum (60 
Minuten) 15,lmg wogen. Schmelzpunkt war 160°C.  Misch- 
schmelzpunkt mit dem genannten Caricaxanthinpraparat war 


1) Die Extraktion kann mit Benzol noch leichter erfolgen. Dann wird 
es nach Abdampfen des Benzols in Petrolather tibergefithrt. 
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161°C. Beim Mischchromatogramm mit dem genannten Priiparat 
lasst sich keine getrennte Zone nachweisen. Die optischen Schwer- 
punkte in Schwefelkohlenstoff sowie das Verhalten bei der Ent- 
mischung ergaben sich genau ebenso wie bei dem ersten Versuch. 
Zur Elementaranalyse wurde das Praparat nach Troecknung im 
Hochvakuum bei 100° (60 Minuten) durch wiederholtes Ab- 
dampfen mit Benzol vom hartniickig anhaftenden Krystallalkohol 
beseitigt. Herr T. Imai fand: 
4,325 mg Subst.: 13,615 mg COs, 3,890 mg H20O. 
CioH 560 Ber. C 86,89 H 10,22 
Gef. ,, 85,85 ,, 10,06 
Es liegt also kein Zweifel vor, dass ich ein richtiges Krypto- 
xanthinkrystall in die Hande bekommen habe. Obwohl sich der 
Schmelzpunkt noch ein wenig zu niedrig zeigte, stimmten die 
Elementaranalyse auf 98 bis 99% mit dem berechneten iiberein, so 
dass dieses Praparat ohne weitere Reinigung als ein Standard- 
substanz in den weiteren Untersuchungen verwendet werden kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


: 

Ich stellte reine Kryptoxanthinkrystalle mit ziemlch guter 
Ausbeute aus den Schalen von ,,Ponkan“ und der Fruchthaut 
von ,,Tdgarasi® dar. Der Arbeitsgang wurde  ausfiihrlich 
beschrieben. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung von 
Herrn Dr. A. Fujita ausgefiihrt, welechem ich an dieser Stelle 
bestens danke. 
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UBER DIE IM TIERKORPER STATTFINDENDEN 
VERANDERUNGEN DER AN N SUBSTITUIERTEN 
AMINOSAUREN. 


“7. Mitteilung: Uber die Demethylase I. 


Von 


TATUO YOSIDA** unp SENDEN FUKUYAMA***, 


(Aus dem Med.-chem. Laboratorium der Medizinischen Sch ule, 
angegliedert an die Kaiserliche Universitat zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. R. Hirohata.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1941) 

Um die Veranderungen der an N substituierten Aminosduren 
im Tierkorper zu verfoleen, wurde eine Reihe von Experimenten 
in unserem Laboratorium ausgefiihrt, und zwar bisher hauptsich- 
lich die Isolierung der Zwischen- bzw. Endprodukte der sub- 
stituierten Aminosduren aus dem Harn der mit diesen behandelten 
Tiere betreffend. Zuerst isolierten Hirohata et al. (1936-1938) 
Kynurenin und Kynurensiure aus dem JKaninchenharn nach 
Verabreichung von Abrin. Danach isolierte Tai-sei T6 (1938) 
p-Methoxyphenylbrenztraubensiure nach Verabreichung von dl-O- 
N-Dimethyltyrosin, S. Fukuyama (1941) Phenylbrenztrauben- 
siure nach dl-N-Methylphenylalanin, und T. Yosida (1941) 
Vanillylbrenztraubenséiure nach dl-N-Methylvanillylalanin, womit 
sicher bewiesen wurde, dass diese N-Monomethylaminoséiuren im 
Kaninchenorganismus genau so wie natiirliche, nichtmethylierte 
Aminoséure desaminiert werden. 

Aus der Tatsache, dass das Abrin die fast gleiche hamato- 
poetische Wirkung bei Kaninchen wie Tryptophan und einen etwas 


* Vorgetragen vor der 17. Hauptversammlung der Japanischen Biochemi- 
schen Gesellschaft in Kumamoto (21. Oktober 1941). 
* VI. Mitteilung: Dieses Journal 33, 319, 1941. 
**  Fyitherer Name: Tai-sei TO, 
*x**  Priitherer Name: Senden Jo. 
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geringeren wachstumférdernden Einfluss als dieses auf Ratten hat, 
wiihrend die Indolbrenztraubensaure und Indolmilechsaure eine viel 
geringere Wirksamkeit als das Tryptophan in den beiden obigen 
Fallen haben und iiberdies noch, viel weniger Kynurenin und 
Kynurensiure ergeben, sowie aus der Beobachtung, dass sich aus 
dem Harn des Kaninchens, dem Abrin verabreicht wurde, kein 
Methylkynurenin isolieren lasst, haben Hirohata et al. (1936— 
1938) geschlossen, dass im Tierkorper die Methylgruppe des Abrins 
nicht als Methylamin, sondern durch einfache Demethylierung ent- 
fernt wird, sodass aus Abrin Tryptophan entsteht. 

Fujikawa (19388) hat schon vor 4 Jahren nachgewiesen, dass 
das Abrin von abgetéten Colibazillen oder von Organbrei bzw. 
-extrakt verschiedenen Ursprungs in Tryptophan umgewandelt 
wird, indem sie das Tryptophan von den Colibacillen in Indol 
abbauen less und das Indol durch dessen Farbenreaktion bestimmt 
hat. 

Eine Reihe weiterer Arbeiten namentlich von du Vigneaud 
(1939), Abott (1939), ferner von Schoenheimer (1940) hat es 
wahrschemlch gemacht, dass die im Tierkorper eingefiihrte 
N-Methylaminosaure zuerst der Demethylierung unterliegt und in 
nichtmethylierte Aminoséure umgewandelt wird, bevor die weitere 
Spaltung vor sich geht. 

Jedoch ist der Chemismus der Demethylierung bzw. Demethy]- 
aminierung der obigen N-Methylaminoséiure noch nicht geklart, 
und es bleibt noch zweifelhaft, ob im Kaninchenorganismus nur — 
einfach die N-Methylgruppe der N-Monomethylaminosiure ab- 
gestossen wird, und die Bildung der Ketosiure auf dem Weg iiber 
die natiirlichen nichtmethylierten Aminosiure nach der Wieland- 
schen Dehydrogenationstheorie vor sich geht, oder ob das End- 
produkt direkt durch oxydative Demethylaminierung zustande 
kommt, so dass die Durchfiihrung griindlicher Versuche, besonders 
fermentativer Experimente wiinschenswert wire. 

In vorlegender Arbeit ist es uns gelungen, ein neues Ferment 
nachzuweisen, welches das Abrin oxydativ in Tryptophan und 
Formaldehyd spaltet. Durch gleichzeitige Messungen der Zunahme 
des Aminostickstoffs, der Sauerstoffaufnahme und Formaldehyd- 
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produktion, ist es héchstwahrscheinlich, dass ein Atom Sauerstoft 
zur Bildung von je einer Molekel Tryptophan und Formaldehyd 
aus einer Molekel Abrin verbraucht wird, sodass die Reaktion sich 
wie folet formulieren Jasst : 


( ica ato i s— > CH-CH-COOH 


| | 
| ECE ee eo INE, +HCHO 


Ny WAS 
H ‘4 H 


Die Untersuchungen mit den anderen N-Methylaminosiiuren 
sind im Gang. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


I. Ausfiihrung des Fermentnachweises mittels 
van Slyke-Verfahrens. 


Fiir einen einzelnen Ansatz wurden 10mg /-Abrin (/-Mono- 
methyltryptophan), das aus dem Samen ‘von Abrus precatorius 
dargestellt wurde und sich bei 296°C zersetzt, in ein Messkélbechen 
von 10ecem Inhalt gebracht und dann 5 cem m/15 Phosphatputfer 
von PH 9,1 und 2cem Fermentlésung zugesetzt. Die Koélbchen 
kamen nun 12 Stunden lang in einen Brutschrank mit einer Tem- 
peratur von 40°C. Danach wurde der Aminostickstoff mit 2 cem 
vom Inhalt jedes Kélbchens nach van Slyke bestimmt. Zu jedem 
Versuch wurde ein Leerversuch angestellt, d.h. ein Versuch nur 
mit Organextrakt und Pufferlosung, aber ohne Abrin. 

Verschiedene N-Methylaminosauren einschliesslich das Abrin 
ergeben mittels van Slyke-Verfahrens natiirlich keinen Stickstoff, 
was wir schon vorher bei einer Vorprobe festgestellt haben. 

(a) Versuche mit verschiedenen Organen des Kaninchens. 

5@ verschiedene frische Organe von Kaninchen wurden in 
einem Porzellanmorser zerkleinert, mit 10 cem Wasser gemischt und 
zwei Stunden lang geschiittelt. Danach wurde der Extrakt zentri- 
fugiert und als Fermentmaterial benutzt. Die Resultate sind in 
Tabelle I wiedergegeben. 
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TABELLE I. 


Versuche mit verschiedenen Organen des Kaninchens. 


' Darm- 
N n- : j 
ebe schleim-} Serum 
niere 


haut 


Organ Niere | Leber| Milz | Pankreas| Muskel 


Zunahme d. ‘ f i e i J eee 
NHo-N>2 (mg) 0,630} 0,216 


8 ——=s | 
Abgespaltenes ‘ 
Abrin (%) ne hs 


Bei den Versuche mit Niere und Leber wurde im Vergleich 
zum Leerversuche eine Zunahme des Aminostickstoffs, d.h. die 
Demethylierung von Abrin in Tryptophan, beobachtet, wahrend 
die Versuche mit Milz, Pankreas, Muskel, Nebenniere, Darmschleim- 
haut und Serum negativ ausfielen. oe 
(b) Versuche mit trockenem Pulver von Kaninchenniere. 

Aus der Kaninchenniere stellten wir mit Aceton und Ather 
ein trockenes Pulver her, das als ein haltbares und bequemes Aus- 
gangspraparat fiir die Herstellung der Fermentlosung verwendet 
wurde, d.h. sich jeweils mit der zehnfachen Menge destillierten 
Wassers eine Stunde bei 38°C extrahieren lasst. Hierbei haben wir 
einige Male als Extraktionsmittel Glycerin und Phosphatpuffer- 
losung (PH 9,1) statt des Wassers benutzt, allerdings mit dem 
Resultat, dass wir nur einen weniger wirksamen Auszug erhielten. 


II. Die Aufnahme von Sauerstoff. 


Die Beobachtung des Sauerstoffverbrauchs geschah mit War- 
burg-Manometer. 

a) Im Hauptraum: 2,18 mg, 1,09 mg und 0,54 mg Abrin in 
je 3 cem m/15 Phosphatpuffer (PH: 9,1). 

b) Im Anhang: 0,5 ecem Fermentlésung (Wasserextrakt von 
Nierenpulver). 

c) Im Einsatz: 0,5 eem n-Natronlauge. 

d) Im Gasraum: Sauerstoff. 

e) Temperatur des Thermostaten: 38,0°C. 

f) Versuchsdauer: 90 Minuten. 
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Beim Zusatz des Fermentauszugs zur Substratlosung beginnt 
dann sofort der Sauerstoffverbrauch, der solange fast geradlinig 
verlauft, bis ungeféhr 14 Sauerstoffmolekel pro eine Molekel Abrin 
erreicht ist, dann nimmt er einen flacheren Verlauf, wie Tabelle IT 
und Fig. 1 zeigen. 


TABELLE II. 


Fermentative Demethylierung mit Kaninchennierenextrakt, an Hand der 
O2-Absorption gemessen. 


2,18 mg Abrin 1,09 mg Abrin 0,54 mg Abrin Oe aeaithtee 
“pike 0,5 cem Ferment-| 0,5 cem Ferment-|0,5 cem Ferment-| »’? “CM eg 
a losung losung ‘ losung losung 
geen 3 cem Puffer- 3 ccm Puffer- 3 cem Puffer- 8 ie ee 
losung losung losung oeung 
0 0 mm* 0mm? 0 mm* 0 mm?® 
15 78 » 55 » 81 » 399 
30 113 » 58 » 32 » 4» 
60 114 » 59 » 33 » 5 9 
90 116 » 60 » 34 » 6 » 


III. Nachweis und Messung des Formaldehydes. 


Die Reaktionsfliissigkeit eines Ansatzes wurde mit Trichlores- 
sigsaure enteiweisst und filtriert. In dem Filtrat konnte man die 
Anwesenheit von Formaldehyd mittels Phenylhydrazin-Hisen- 
chloridprobe nachweisen, welche Probe beim Leerversuch negativ 
ausfiel. 

Die quantitative Bestimmung des Formaldehydes wurde nach 
Zeller (1940) wie folgt ausgeftihrt. Das Filtrat von der 
enteiweissten Fliissigkeit wurde mit Natronlauge auf PH 7 ein- 
gestellt und 1 cem einer ca. 1% igen Natriumbisulfitlosung zugesetzt. 
Nach 15 Minuten langen Stehen wurde der Uberschuss des Bisulfits 
zuriicktitriert, d.h. eine bestimmte Menge von 0,01-n Jodlosung 
zugesetzt und das nicht verbrauchte Jod mit Thiosulfat titriert. 
Hierauf wurde mit 3cem 5%iger Natriumearbonatlosung eine 
leicht alkalische Reaktion erzeugt und in gleicher Weise das in 
Freiheit gesetzte Bisulfit titriert. 

Man hat demnach bei der Demethylierung des Abrins eine 
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Tdatee. Gk 
Fermentative Demethylierung mit Kaninchennierenextrakt, 
an Hand der O2z-Absorption gesessen. * 


120 
© 


100 


80 o—o 2,18 mg Abrin 
o—s 1,09 mg Abrin 
o—o 0,54 mg Abrin 
60 
_—> Leerversucb 


40 


Aufnahme von Sauerstoff in mm* 


Zeit in Minuten 


Formaldehydbildung von 75% des theoretischen Werts gefunden, 
wie Tabelle III zeigt. 

Anderseits wurde nach Rechenberger (1940) kein Methyl- 
amin nachgewiesen. 


TaBELLE III. 


O2-Aufnahme Zunahme d. NH»2-N2 Formaldehyd 
(amm°*) (mg) (mg) 
Gef. 120 0,166 0,258 
Ber. 123 0,204 0,344 
% der Theorie 98 81 75 


IV. Abgrenzung der Demethylase von der 
d-Aminosdure-Oxydase. 


Keilin und Hartree (1936) haben mitgeteilt, dass das dl- 
Methylalanin in vitro dureh Nierenextrakt zu Brenztraubensdure 
und Methylamin oxydiert wurde. Vor kurzem beobachteten 
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Bernheim und Klein (1941) ebenfalls, dass sowohl dl-Methy1- 
alanin wie dl-Methylleucin in vitro durch Brei von Ratteniere 
und -leber oxydiert wurden, woraus sie schlossen, dass die d-Amino- 
saureoxydase fiir diese Oxydation verantwortlich sei. 

Mittels des folgenden Konkurrenzversuches konnte man jedoch 
hochstwahrscheinhich machen, dass die von uns_ entdeckte 
Demethylase von der d-Aminosiureoxydase verschieden ist. 

(a) Versuche mit d-Abrin und dl-Abrin als Substrat. 

Da das im vorhergehenden Versuche benutzte Abrin aus dem 
Samen von Abrus precatorius durch Extraktion mit Methylalkohol 
dargestellt wurde und von den Colibazillen quantitativ im Indol 
abgebaut werden konnte, darf hieraus gefolgert werden, dass dieses 
l-Konfiguration besitzt. 

Als Substrat benutzten wir nun dl-Abrin und d-Abrin, welch 
letzteres von uns aus dl-Abrin nach Fujikawa (1938) dargestellt 
wurde; es zersetzte sich bei 283°C und hatte eine spezifische 
Drehung von (—) 44,8°. 

Im Gegensatz zum /-Abrin erwies sich das d-Abrin gegen die 
Demethylase bestandig; das dl-Abrin absorbierte nur ungefahr 14 
Sauerstoffmolekel wie Tabelle IV und Fig. 2 zeigen. 

Dieses Verhalten der Demethylase kann als Stiitze der 
Anschauung aufgefasst werden, dass die Demethylase /-Konfigura- 
tions-Spezifitat besitzt, wahrend die d-Aminosadureoxydase angeblich 
d-Konfigurations-Spezifitat erkennen lasst. 

TABELLE IV. 


Fermentative Demethylierung mit Nierenextrakt, an Hand 
der Ov-Absorption gemessen. 


2,18 mg /-Abrin | 2,18 mg dl-Abrin| 2,18 mf d-Abrin OS aren Wares cnte 

ees 0,5 eem Ferment-|0,5 cem Ferment-|0,5 cem Ferment-}| ’ lésur 

Zeit in q rm 16 osung 
nwt losung losung osung 2 Gein Pu ieee: 
imuten| 3 cem Puffer- 3 ecem Puffer- 3 com Puffer- jésane 
losung losung losung 

0 0 mm? 0 mm*° 0mm* 0mm? 

15 76 55 2 4 »%» 4 9 

30 109 » 58 » je» 5 2 

60 110 » 59 » / 6 » 6» 

90 111 » 60 » ee Cn? 
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(b) Versuche mit Rattenierenbrei als Fermentlosung. 

In Gegenwart der wisserigen Ausziige von Ratteniere, welche 
starke d-Aminosdureoxydase enthielt, nahm das /-Abrin nur eine 
unbedeutende Menge Sauerstoff auf, waihrend das di-Alanin fast 

Fig. 2. 
Fermentative Demethylierung mit Nierenextrakt, 
an Hand der Os-Absorption gemessen. 


120 


100 


ae o——> 2,18 mg /-Abrin 
—s 2,18 mg dl-Abrin 
==, 2,18 mg d-Abrin 
60 x—— Leerversuch 


40 


Aufnahme von Sauerstoff in mm‘ 


15 30 60 90 
Zeit in Minuten 


den ganzen quantitativen Sauerstoff, d. hh. 144 Sauerstoffmolekel pro 
eine Molekel Substrat absorbierte. (Siehe Tabelle V und Fig. 3). 
TABELLE V. 


Fermentative Oxydation mit Rattenierenbrei als Fermentquelle, an Hand 
der Os-Absorption gemessen. 


0,89 mg d/-Alanin 2,18 mg /-Abrin 
Zeit in 0,5 ecem Rattenieren- | 0,5 cem Rattenieren- 
Minuten brei brei 
3 ccm Pufferlésung | 3 cem Pufferlosung 


0,5 cem Rattenieren- 
brei 
3 ccm Pufferlosung 


() 0mm* 0mm? 0 mm* 
15 38 » 8 8» 

30 50 » 14 » 14 » 

60 52 » 16 » 16 » 

90 53 17» 17, 6) Ge 
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(c) Versuceh mit dl-Alanin als Substrat. 

Im Gegensatz zum /-Abrin wurde das dl-Alanin durch den 
wasserigen Extrakt des trockenen Nierenpulvers von Kaninchen, 
welches starke Demethylase enthielt, gar nicht angegriffen. (Siehe 
Tabelle VI und Fig. 4). 


Myce Be 


Fermentative Oxydation mit Rattenierenbrei als Fermentquelle, 
an Hand der O2-Absorption gemessen. 


-~ 


eS 

g 60) 

a 

z Oo—o 0,89 mg dl-Alanin 
z a—G 2,18 mg/-Abrin 

e x x Leerversuch 

2 

a 

= 

=< 


15 30 60 90 
Zeit in Minuten 


TABELLE VI. 


Fermentative Oxydation mit Kaninchennierenextrakt als Fermentquelle, 
an Hand der O2-Absorption gemessen. 


oF 0,89 mg dJ-Alanin 2,18 mg /-Abrin me 
ee i 0,5 eem Fermentlosung | 0,5 cem Fermentlosung ye ma sare eae 
pies teen Pufferlosung 3 ccm Pufferlosung 
0 0mm* 0 mm* 0mm* 
als 4 » 76 ” 4 » 
30 5» 113 » 5 0» 
60 5 » 113 » 5 
90 By tp 113 » 5 » 
SCHLUSSFOLGERUNGEN. 


1. Es ist uns gelungen, ein neues Ferment, das /-Abrin 


oxydativ demethyliert, nachzuweisen. 
2. Die Reaktion besteht in der Aufnahme von 1% Molekel 
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Sauerstoff pro Molekel Abrin und der Bildung von je emer Molekel 
Tryptophan und Formaldehyd. 


Fig. 4. 


Fermentative Oxydation mit Kaninchennierenextrakt als Fermentquelle, | 
an Hand der O2-Absorption gemessen. 


100 


wa 
S 


o-—2) 2,18 mg /-Abrin 


oa 0,89 mg dl-Alanin 


x Leerversuch 


> 
S 


— 
S 


Aufnahme von Sauerstoff in mm* 


20 


15 30 60 90 
Zeit mm Minuten 


3. Wir geben ihm den Namen ,,Demethylase“. 
4. Sie lasst sich in der Niere und Leber von Kaninechen nach- 


weisen. 


5. Sie lasst sich von der d-Aminoséure-Oxydase abgrenzen. 
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STUDIEN UBER DIE ZAHNSTEINBILDUNG (II). 


VON 


MASAO KUSUNOKI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
zu Tokyo. Vorstand: Prof. S. Kakiuchi.) 


(Eingegangen am 24. Oktober 1941) 


Muzin aus VorNEHMSTER FaxKtor IN Bezua AUF 
ZAUNSTEINBILDUNG. 


In der vorigen Mitteilung (1940) habe ich berichtet, dass bei 
zahnsteinpositiven Personen Hiweissgehalt und Viskositaét des 
Speichels viel geringer als bei Zahnsteinnegativen gefunden wur- 
den. Dieses Ergebniss weist wohl darauf hin, dass Hiweiss als 
Schutzkolloid auf die Ausfallung des Kalziumphosphats hemmend 
wirkt. In dieser Mitteilung moéchte ich dass Resultat meiner Unter- 
suchung itiber den Vergleich der Schutzkolloidwirkung verschiede- 
ner Arten von Hiweiss im Speichel berichten. 


I. Vergleich der Zusammensetzung verschiedener Eiweissarten 
in Bezug auf Zahnsteinbildung. 


In dieser Untersuchung wurde daher ein Vergleich besonders 
der Zusammensetzung  verschiedener LHiweissfraktionen des 
Speichels der reichlich an Zahnstein leidenden Personen mit den 
mittelmassig und wenig an Zahnstein leidenden unternommen, um 
einen etwaigen Unterschied zu finden. Der Speichel wurde ebenso, 
wie in voriger Mitteilung beschrieben, gesammelt. Die folgenden 
Messungen wurden damit ausgefihrt. 

1. Sekretmenge pro Stunde. 

2. Pu des Originalspeichels. Kolorimetrisch mit Indikator 
B. T. B. bestimmt. 

3. Pu des im Vakuum von Kohlendioxyd befreiten Speichels. 

4. Die Differenz des Kalziumgehalts des Originalspeichels und 
des Filtrates des im Vakuum von Kohlendioxyd befreiten Speichels, 
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betrachtet als die Verfahren der bei COv-Vertreibung und der bei 
COs-Entziehung des aussgeschiedenen Kalziumphosphates. 

5. Gesamt-N, Muzin-N, sonstige Eiweiss-N, Rest-N. 

Die Resultate der Bestimmungen sind in Tabelle I, I, 111 und 
IV angegeben (Vergleichung d. Speichels der zahnsteindisposition- 
hochgradigen, -mittelgradigen und -freien Personen.) 

Aus diese Tabelle, lassen sich gleich folgende, imteressante 
Punkte bemerken ; 

1. Da ist kaum ein nennenswerter Unterschied zwischen den 
Hochgradigen, Mittelgradigen und den Freien in Bezug auf Sekret- 
menge, Pu, Kalziummenge bemerkbar, ausgenommen von Muzin-N, 
sonstige Eiweiss-N, Rest-N. 

2. Gesamt-N wird bei Zahnsteinpositiven immer vermindert 
gefunden. 

3. Der Muzingehalt ist bei den an Zahnstein leidenden 
Personen deutlich und ohne Ausnahme stark vermindert. 


TABELLE I. 


Zahnsteinfrei Kranke. 


Name e 2 f S S ee) a eae 5/48 2 
p = ~|frisch S§ frisch Ss Ee SF Ba = Ag oF 
8 5 
Br Wie 4,0 | 6,64 | 7,40 | 8,88 | 4,35 | 45,36] 15,96| 11,76] 1,36 | 17,64 
Kae 16,0 | 6,64 | 7,50 | 7,80] 6,09 | 55,15} 27,43} 16,80| 1,63 | 15,92 
ea 9,0 | 7,17 | 8,00 | 8,24 | 3,28 | 44,80] 20,16) 15,40) 1,31 9,24 
SLI 12,0 |} 6,81 | 7,60 | 7,76 | 6,25 | 80,64] 23,24] 19,04 1,22 | 38,36 
Hye 12,0 | 6,24) 6,64 | 7,52 | 7,48 | 70,28| 21,28] 15,96] 1583 | 33,04 
Deke TOT eel lett se Ome tSOnl 6,50 42,98 | 14,28] 10,08] 1,42 | 17,92 
SM. 10,0 | 6,64 | 7,20 | 6,64 | 3,98 | 78,40] 42,84] 10,92] 3,85 | 24,64 
AST: 15,0 | 6,98 | 7,70 | 5,60 | 2,78 | 46,76] 15,68] 9,24] 1,70 | 21,84 
Y.0. 6,0} 681} 7,17] 4,68 | 4,67 | 40,88] 14,00] 6,44] 2,17 | 20,44 
EUS 8,0 | 6,36 | 6,64 | 7,28 | 7,20 | 70,84] 19,88] 10,08] 1,97 | 40,88 
Durch- 
ome 10,3 | 6,75 | 7,36 | 7,22 | 5,26 | 57,59) 21,48| 12,55} 1,71 | 24,99 
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Zahnstein-Mittelgrad. 
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; PH Ca mg% vy, oZ | whe 
St, a q Ce rE on 
Name 5 a & ; S ’ z Ges-N Ee eae i S| ae 
D A “| frisch oe frisch os mg 7 = A ES A a e S A 
a 5 ee 
G.K. 8,0 | 6,81] 7,50 | 7,50 | 4,85 | 44,80] 12,09] 16,94 0,77 | 15,82 
R.S. 7,0 | 6,47 6,81 9,25 6,77 | 87,10) 6,30] 16,88] 0,36 14,42 
1D Bie 12,0 | 6,81 7,50 | 7,72 | 14,36 | 24,22)| 7,00) 7,70) 0,91 9,52 
40 40k 10,0 | 7,08 | 8,00 | 5,56 | '4,87 | 42,00| 11,20] 10,64] 1,05 | 20,16 
aie: 3,0 | 6,98 | 7,60 | 7,16 | 5,08 | 49,28| 10,08] 18,20] 0,55 | 21,00 
N.K. 16,0 | 6,81} 7,60 | 5,43 | 4,79 | 38,08] 7,84| 10,36] 0,76 | 19,88 
AMA AB 6,0 | 6,98 | 7,60 | 7,76 | 5,91 | 60,76) 10,92) 18,76] 0,58 | 31,08 
K.K. BOO LF 800) def | BIS) 37,80 6,161) 93521) 065 1 22 s12 
TR. 8,0 | 6,98 | 7,70 | 6,40 | 5,95 | 56,00] 7,84] 15,96] 0,49 | 32,20 
M.T. 18,0 | 7,17 | 8,00 | 7,30 | 3,20 | 35,84] 8,68] 6,44] 1,35 | 20,72 
Vie 7,0 | 7,08 | 7,60) 6,96 | 4,70 | 42,28) 7,56) 10,92] 0,69 | 23,80 
LI Bed EG 12,0 | 6,36 | 6,81 | 7,20 | 6,66 | 46,76] 6,16] 10,08} 0,61 | 30,52 
TY. 12,0 | 6,56 | 6,98 | 8,88 | 4,23 | 45,64] 7,56] 10,92} 0,69 | 27,16 
K.M. 24,0 | 6,81 | 7,50 | 7,08 | 8,83 | 61,32] 11,76] 22,96} 0,51 | 26,60 
BYES Ve, 11,0 | 6,81 | 7,20 | 7,40 | 6,73.) 61,04] 8,78] 16,52] 0,53 | 35,84 
Dureh5~ | 193 | 961 7,50 | 7:5 | 605 |. 45.58| 8,66| 13,49| 0,64 | 28,86 
schnittzahl 
é 
TABELLE III. 
Zahnstein-Hochgrad. 
PH Ca mg% x oF Wie 
Sg oe ve |) IGeaN | a PES bo) P| Ag 
Name |285 a wie |S wo | es ool FR | bo 
& A “lfriseh| O S |frisch| O mg7o| = & SEA) Ala oF 
Os os es cl I= 
@ | ® Pees 
F.T. 11,0 | 6,47 | 7,20] 9,18 | 7,08 | 32,06) 4,62 | 14,56] 0.32 | 12,88 
Arete 20:05), 6:8 4) 7,800) 6,934) 4.75 225401 3,92 7,28) 0,54 | 11,20 
K.S. 8,0 | 6,81 | 7,40 | 8,52 | 6,06 | 41,44] 3,64 | 18,20] 0,20 | 19,60 
S.S. 8,0 | 6,40 | 7,17 | 6,57 | 5,87 | 65,24! 2,24 | 31,64] 0,07 | 31,36 
SHIRE TG Syl GsGO SOON a eT PSs DON 27, LO eG 6,44 0,74 | 15,96 
S.K. 8,0 | 6,47 | 6,98 | 8,20] 7,07 | 63,84] 5,04 | 21,28] 0,24 | 37,52 
M.I. 15,0 | 6,90 | 7,40 | 6,62 | 5,60 | 45,64) 3,64 | 16,64] 0,22 | 25,76 
T.M. 28,0 | 7,50 | 8,60] 9,56 | 4,59 | 53,48} 2,52 | 20,44] 0,12 | 30,52 
nM. | 10,0] 698 | 7,30) 3,84] 6,20 | 23,52! 4,20] 7,00] 0,60 | 12,32 
T.0. 12,0 | 7,17 | 7,80 | 7,07 | 4,24 | 35,56] 4,76 | 10,36 0,46 | 20,44 
Dureh- | 4401 6,84 | 7,60 | 7,66 | 5,36 | 41,03] 3,93 | 15,34| 0,26 | 21,76 


schnittzahl 


444 M. Kusunoki: 


TABELLE IV. 


Vergleich der Durchschnittzahlen. 


PH | Camg% 7 oZ% | wre 
Zabnstein- |4 2 _ = a Geen | ae fee Ze a0] P| Zine 
disposi- | 8 4 .@ | [ , 2 "3 bp a's oo ALR | + eo 
tionsgrad [$ 2 “l¢risch| S 2 |triseh| 6S |MS” | ZH |SES| zla| Se 

% Os Os | 2 Re siz 

Lids | 2 eee 5 | 

i, 10,3 | 6,75 | 7,36 | 7,22 | 5,26 | 57,59/ 21,48] 12,55] 1,71 | 24,99 
2. 1253 || 1G;86"! %750 } TO 5, 0d<\ 45503 8,66 | 13,49} 0,64 | 23,36 
3. 14,0 | 6,84 | 7,60 | 7,66 | 5,36 | 41,03 3,93 | 15,34] 0,26 | 21,76 


II. Zusammensetzung des sowohl nach Pilocarpin wie nach 
Atropininjektion gesammelten Speichels. 

Ich habe mir je 0,lmg Pilokarpin oder Atropin subkutan 
injiziert und danach den gesammelten Speichel auf seine Zusam- 
mensetzung verglichen. Die Resultate der Vergleichung sind in 
Tabelle V angegeben. 


TABELLE, V. 
Pilokarpin. 
be PH Ca mg% Zz 2% RE 
Dosis © Ws 5 = lGes-N| A& [2 2s 2 Ss Axe 
com 4og),. noo}. »%|me%| S2|4e2 | Be 
wm |frisch| © © |frisch| © g FISES| Zia] os 
os os = (2g | oh] & 
¥ g + = || ee |v ® 
9,3 114,5) 7,17 | 8,20] 7,68 | 3,64 | 39,76] 2,80 | 14,14] 0,20 | 22,89 
0,1 40,8| 6,90 | 8,00 | 7,81 | 3,94 | 40,80] 5,58 | 14,22] 0,39 | 21,00 
Atropin 
0,3 12,0 | 6,98 | 7,70] 5,32 | 2,89 | 56,00] 12,48] 18,88] 0,66 | 24,64 
0,1 1735 | °7,08 | 770) 5,25 | 2,73" | 36540) 7E84" 5 7200 tele oteaG 
Kontrolle. 


| 22,3 | 6,87 | 7,83 | 5,63 


2,76 | 39,29] 8,31 | 10,43 0,83 | 20,56 


Aus der Tabelle ergibt sich, dass bei den durch Pilokarpin- 
Injektion vagotonisch gemachten Zustinden die gleichen Verhilt- 
nisse herrschen wie bei den Zahnsteinpositiven, und andererseits 


i 
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die durch Atropin-Injektion sympatikotonisch gemachten Zustiinde 
die gleichen wie bei Zahnsteinnegativen sind. Vagotonische und 
sympatikotonische Zustande médgen wohl als ein gewisses iitiolo- 
gisches Moment fiir Zahnsteinbildung haben. 

® 

III. Vergleich zwischen nichtultrafiltrierbaren Anteil des 

Calcium und verschiedenen Eiweissanteilen im Speichel. 

Der Speichel wurde von verschiedenen: Personen getrennt 
gesammelt und jeder Speichel wurde direkt nach Sammlung bei 
0°C mit dem Ultrafiltrationsapparat nach Elford filtriert. Die 
Filtermembran wurde, wie in voriger Mitteilung beschrieben, 
hergestellt. Alle Filtrate erwiesen sich als eiweissfrei. Der 
Caleiumgehalt des Originalspeichels und Ultrafiltrates, sowohl 
Eiweiss wie Muzingehalt wurden bestimmt. 

Das Resultat wurde in Tabelle VI angegeben. 


TABELLE VI. 


Name poh KGS IM ral SG MMSE SIS IMS NG TRCN PA REIS | ea Ee) SIRT eSATA 


Zahnsteindeposi- | 19 | 145! 151 15] 1,6] 201.20] 2,0| 25] 3,0 
tionsgrad 


Sekretmenge pro | 49.9 | 10,0 | 18,0 | 12,0 | 12,0 | 14,0 | 17,0 | 12,0 | 5,0 | 40,0 
Stunde ecm 2 2 


pH 6,98| 6,81| 7,17] 7,17| 6,98| 6,73] 7,17] 6,98] 7,17] 7,50 
Cad. Original- | goo 7,04} 8,24} 6,28] 5,60} 6,36) 5,00] 6,08] 6,88] 8,52 
Speichel mg% 

Ca d. Ultrafil- 4,76} 4,56] 5,36} 4,48 4,00} 4,64} 3,84 4,74, 5,44] 6,88 
trat mg% 

Ultrafil-Ca_| 59.9 | 60,2 | 65,1 | 71,3 | 71,4 | 72,9 | 76,8 | 78,3 | 79,1 | 80,8 


Original-Ca % 
Gesamt-N mg% | 70,56] 55,72| 49,92] 63,28] 49,00] 41,44] 45,92] 52,92] 58,24] 33,60 
Muzin-N mg% 24,64] 19,04) 18,68] 14,56} 13,16) 12,04) 8,70} 8,12) 6,44) 2,24 


Sonstige 12,12] 8,40] 8,68] 24,36] 6,16} 7,00} 9,22) 11,52] 21,56) 14,56 
Eiweiss-N mg% 2 , 
Rest-N mg% 33,80] 28,28] 21,56] 24,36] 29,68} 22,40) 28,00] 33,32) 30,24] 16,80 


IV. Verbindungsverhiltniss zwischen Muzin und Kalzvum. 


Um die Verbindungsverhiltnisse von Muzin mit Kalzium zu 
bestimmen wurden folgende Versuche ausgefiihrt: Aus dem 
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Speichel wurde das Muzin durch Essigsiure ausgeschieden, nach 
geniigender Spiilung (5mal) mit dem 80% Alkohol oder aqua 
dest., im Vakuum getrocknet. Die Beschaffenheit des so hergestell- 
ten Muzins stellt ein weisses und leichtes Pulver dar. 25mg von 
diesem Pulver wurden mit 10 cem aqua destillata zur Losung ge- 
bracht und mit klarer Ca(OH). Losung so lange versetzt, bis die 
Hauptteile des.Muzins koagulierend ausgefallt wurden. Die vom 
Niederschlag scharf abzentrifugierte Losung enthielt ausser der 
gelosten Calciummucinatmenge noch einen kleinen Uberschuss von 
Calciumhydroxid. 

Der Niederschlag wurde dann mit 10 cem Wasser 15 Minuten 
lang tiichtig geknetet. Die abzentrifugierte Losung wurde auf 
ihre Muzin- und Calciummenge hin analysiert. Das Losungs- 
verfahren mit 10cem Wasser und die Analyse der erhaltenen 
Losung wurde mehrmals wiederholt. Die Resultate sind in Tabelle 
VII angegeben. 


TABELLE VII. 


ri, | miner | Gita. ta sigenane 08 sehen | ween 

Filtrat r Muzin Niederschlag 

af PEK, || 2,46 mg 11,43 mg | 215 mg 161mg 
nge 25° 0,29 fae \i oy idee 160 
2 26° 0,33 267 98s Se 170 
3 19° 0,15 1,05 143. 174 
4 22° 0,23 1,74 132 185 
5 19° 0,17 1,16 147° | 192 
6 22° 0,22 1.63 135. | 221 


Wie man aus der Tabelle ersieht bleibt von der dritten Losung 
ab das Mengenverhaltnis von Calcium und Muzin ziemlich kon- 
stant, indem sich ungefahr 136 mg Calcium an je 1 Gramm Muzin 
bindet. 

Um zu sehen wie viel von diesem gebundenen Caleium nach 
anhaltender Dialyse mit dem Muzin zuriickbleibt, wurden folgende 
Versuche angestellt. 


lund 2. 25mg Muzin wurden in 10 cem Wasser gelést, und 
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mit Ca(OH)» bis zur Bildung von Niederschligen versetzt. Die 
Menge von Calcium und Muzin des Filtrats wurden vor und nach 
der Dialyse bestimmt. 

3. 25mg Muzin wurden in 10cem Wasser gelést, und die 
Losung mit Ca(OH)» bis kurz vor der Ausfallung des Niederschlag 
versetzt. Die Analyse des Filtrats wurde vor und nach der Dialyse 
ausgefiihrt. 

4. Der in Versuch 3 entstandene Niederschlag wurde in 10 
eem destilliertem Wasser geldst. Der Gehalt von Calcium und 
Muzin in der Losung wurde vor und nach der Dialyse bestimmt. 

5. Der in Versuch 4 zuriickgebliebene Niederschlag wurde 
mit festem Ca(OH)» versetzt und tiichtig mit 10cem Wasser 
geknetet. Das Filtrat wurde auf den Gehalt von Calcium und 
Muzin vor und nach der Dialyse untersucht. 


TABELLE VIII. 


e 
Versuch Muzingehalt Calciumgehalt Ca gebunden 
Ny. im Filtrat im Filtrat pro 1 g Muzin 
vor der Dialyse 9,40 mg 3,389 mg 361,0 mg 
al : 
nach der Dialyse agis aya z 
96 Stdn. 62,75 mg% 5,86 mg% 85,4mg 
vor der Dialyse 11,43 mg 2,46 mg 215,0 mg 
9 
"3 nach der Dialyse pe ee 81.4 
72 Stan. 77,85 mg% 6,34 mg% 44mg 
vor der Dialyse 8,81 mg 1,21 mg 136,1 mg 
3 ; 
é r Dialy me ~ me 
pe ctitee vee 55,78 mg% 4,75 mg% 85,2 mg 
vor der Dialyse 2,50 mg 0,26 mg 104,0 mg 
4 ; 
nach der Dialyse ae Ae 88.8 
72 Stdn. eow0m E72 22a mea one 
vor der Dialyse 3,14 mg 1,24 mg 395 mg 
5 4 
: nach der Dialyse 2.96 : 83.2 m 
96 Stan. 31,37 mg% 2,96 mg% 22mg 


Wie aus Tabelle VIII erhellt, bindet, ungeachtet der Menge 
des Calciumhydroxyds in der Lésung, jedes Gramm Muzin nach 
der Dialyse etwa 85mg Calcium. Danach kann man annehmen, 
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dass 1g Muzin mindestens 85mg Caleium bindet. Wenn dies der 


Fall ware, muss 100 cem Speichel, dessen Muzinmenge etwa 60 mg 


betragt, ungefahr 5mg Calcium als nichtdialysierbaren <Anteil 
enthalten. Nach der Analyse betrigt aber der nicht ultrafiltrier- 
bare Anteil an Calcium in solehem Speichel nur 2mg. Solche 


TABELLE IX. 


; Muzin- Calcium- | Ca-gebunde| Ca-gebunde 
Nr. oe ee gehalt im gehalt im prolg pro 60 mg 
Ow eS CUS Filtrat Filtrat Muzin Muzin 
vor der Dialyse 31,37 mg%| 12,4 mg% 395 mg 
nach der Dialyse - 9 
Ke 72 Stdn. 2,62 83,2 4,99 mg 
(Versetzt mit 0,6% ” 1,18 38,2 2,29 
NaCl) 96 Stdn. 
vor der Dialyse 30,16 mg% 3,66 mg% 122,5 mg 
nach der Dialyse x 
, serena , 2,50 82,8 4,97 mg 
” »” 
(Versetzt mit 0,6% R 1,13 37,4 2,24 
NaCl) 96 Stdn. 
vor der Dialyse 31,32 mg% 3,76 mg% 120,1 mg 
nach der Dialyse = 
3 96 Stdn. : 2,70 86,2 5,17 mg 
(Versetzt mit 3% ” 32 42,1 2,53 
NaCl) 96 Stdn. 


TABELLE X. 


Nr. Dialyse gegen Muzingehalt Calciumgehalt 
0,6% NaCl-Lésung im Filtrat im Filtrat 
vor der Dialyse 31,32 mg% 3,76 mg% 
ib : : 
nach der Dialyse 
(Versetzt mit 0,6% NaCl) 3 : 
K vor der Dialyse 32,54 mg% 3,84 mg% 
9 nach der Dialyse : 
(Versetzt mit 0,6% NaCl) js : 
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Nichtiibereinstimmung wiirde sich aber leicht mit dem Vorhanden- 
sein von Natriumsalz im Speichel erklairen lassen. 

Wie in Tabelle IX und X angegeben, geht der Calciumgehalt 
der Muzinlésung nach Versetzen mit 0,6% NaCl durch Dialyse 
betrachtlich herab, und nach Dialyse gegen Natriumchlorid endlich 
ganz verloren. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Muzin im Speichel ist ein wirksamer Gegner der Zahnstein- 
bildung. Sein Gehalt im Speichel steht in umgekehrten Verhalt- 
nisse zum Grad der Zahnsteinbildung. 

2. WVagotonische Personen scheinen zur Zahnsteinbildung zu 
neigen, wohl wegen ihrer Speichelzusammensetzung. 

3. Muzin bindet eine viel gréssere Menge von Calcium als 
andere Hiweissanteile. Seine hemmende Wirkung gegeniiber -der 
Steinbildung beruht aber fast anschliesslich auf seiner Schutz- 
kolloidwirkung. 

4. 1g Muzin bindet etwa 136mg Calcium, und nach der 
Dialyse etwa 85mg. Bei Gegenwart von Natriumsalz in der 
Losung wird das Bindungsvermogen des Muzins mit Calcium 
betrachtlich herabgesetzt. 

Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Prof. Dr. 8. Kakiuchi fir 
seine freundlichen Ratschlage bei dieser Arbeit meinen besten Dank 
auszusprechen. 
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